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Über die Synthese der Säureamide in den Pflanzen 
bei Ernährung mit Ammoniaksalzen. 


Von 
A. I. Smirnow. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen 
Akademie in Petrowskoje-Rasumowskoje bei Moskau.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. 


Die Bildung der Bausteine des Eiweißmoleküls (der Aminosäuren) 
durch die Pflanzen war bis in die neueste Zeit nicht unmittelbar er- 
forscht worden. Man besaß bisher nur indirekte Hinweise auf die 
Abhängigkeit der Asparaginbildung von den Kohlehydraten. Das 
Asparagin (sowie auch das Glutamin) nimmt, wie es jetzt einwandfrei 
erwiesen ist, auf Grund seiner physiologischen Bedeutung eine be- 
sondere Stellung unter den stickstoffhaltigen Verbindungen ein. Das 
durch den Stoffwechsel frei werdende, sowie auch das von außen auf- 
genommene Ammoniak wird in den Pflanzengeweben in Form von 
Asparagin nur in dem Falle gespeichert, wenn die Bedingungen für 
seine unmittelbare Verwendung für die Eiweiß- (bzw. Aminosäuren-) 
Bildung fehlen. Doch außer dieser besonderen Bedeutung des Asparagins 
scheint ihm auch die gleiche Rolle mit den Aminosäuren als Struktur- 
element bei der Tiwe:ißbildung zuzukommen. 

Tatsachen, die geg : die Beteiligung des Asparagins im Eiweiß. 
komplex sprechen, 1+ Шеп. Der Umstand, daß bei der Hydrolyse des 
Eiweiß in vitro unter den Zerfallprodukten an Stelle des Asparagins 
gewöhnlich nur Asparaginsäure nachzuweisen ist, kann keineswegs als 
Beweis der Abwesenheit des Asparagins im Eiweißkomplex gelten. 
Es unterliegt keinem Zweifel, daß das Asparagin bei der Hydrolyse 
mit Säuren nicht unverändert isoliert werden kann, weil bei diesem 
Verfahren die Amidogruppe sich leicht abspaltet!). Die Abwesenheit 
des Asparagins unter den Produkten der fermentativen Abspaltung 


1) Th. В. Osborne, The vegetable proteins 1909, 5. 58—63. 
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und der Säurehydrolyse des Eiweißes in vitro ist durch den Zerfall des 
Asparaginmoleküls in Ammoniak und Asparaginsäure zu erklären. 
Daß das Asparagin sich fermentativ spalten läßt, hat A. Kiesel im 
Jahre 1909 durch die Autolyse älterer asparaginreicher Keimsprosse 
von Lupinus albus gezeigt!). Noch früher konnte W. Buikewitsch bei 
der Autolyse jüngerer Keimsprosse einen Überschuß von Stickstoff 
nach Sachsse in der autolytischen Portion im Vergleich mit der Kontroll- 
portion nachweisen?). Doch das Abscheiden des Asparagins in Kristallen 
ergab keinen Unterschied des Amidogehaltes in beiden Portionen. 
Der Grund des erhöhten Asparagingehaltcs in der autolytischen Portion 
bei den Bestimmungen nach Sachsse bleibt unaufgeklärt, und in seinen 
späteren Arbeiten lehnt Butkewitsch die Möglichkeit der Beteiligung 
des Asparagins als solchen (natürlich bis zu einem gewissen Grade) 
im Aufbau des Eiweißmoleküls nicht ab?). Ein Überschuß am Amido- 
stickstoffgehalt in der autolytischen Portion im Vergleich mit der 
Kontrollportion wurde unlängst in unserem Laboratorium durch 
Е. A. Schemmischuschnikow*) und С. G. Реітош5) festgestellt (dabei 
ist zu bemerken, daß dieser Überschuß ziemlich bedeutend war). 

Demnach ist der Schluß berechtigt, daß geringe Mengen des Asps- 
ragins in den Keimpflanzen durch den Abbau des Eiweißmoleküls 
gebildet werden. Der weit größere Teil des Asparagins (der Hauptteil) 
muß, wie jetzt zweifellos bewiesen ist, als synthetisches Produkt an- 
gesehen werden. 

Bei der Keimung der Samen im Dunklen wird der Gehalt an 
Eiweißstickstoff in den Keimlingen vermindert, während gleichzeitig 
eine Anreicherung von N in den nicht eiweißhaltigen organischen Ver- 
bindungen vor sich geht; dabei entspricht die Zunahme des Stickstoffs 
des Asparagins keineswegs der Verminderung des Stickstoffs im Eiweiß. 
Die Abnahme des Eiweißgehaltes ist während des Keimungsprozesses 
geringer als die Zunahme des Asparagingehaltes, so daß am Ende 
des Prozesses die Kurve der Asparaginspeicherung die Tendenz hat, 
höher zu verlaufen als die Kurve der Eiweißabnahme. Dieser Umstand 
hat Prianischnikow seinerzeit zur Annahme veranlaßt, daß die Aspa- 
raginbildung während der Keimung auf Kosten der Zerfallprodukte 
der Aminosäuren geschieht®). 

1) Zeitschr. f. physiol Chem. 60, 476, 1909. 

2) Die regressive Metamorphose der Eiweißkörper, Moskau 1904. 

3) Diese Zeitschr. 16, 411, 1909. 

*) Ergebnisse der Vegetations- und Laboratoriumversuche 11, 1, 
(russisch) unter der Redaktion von Prof. Prianischnikow. 

5) G. OG. Petrow, Assimilation des S{'rkstoffs bei höheren Pflanzen, 
1917, S. 108—114 (Dissert., russisch). 

6) Eiweißzerfall und Eiweißrückbildung in den Pflanzen. Вег. 4. 
deutsch. Bot. Gesellsch. 17, 157, 1899. 
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Dieselben Ansichten über die synthetische Bildung des Asparagins 
äußerte schon früher E. Schulze!), gestützt auf die Beobachtung, daß 
bei der Hydrolyse des Eiweißes viel geringere Mengen von Asparagin- 
säure gebildet werden, im Vergleich mit den Quantitäten des Asparagins, 
die durch den Zerfall des Eiweißes während der Keimung im Dunklen 
entstehen?). Schon damals äußerte er die Vermutung, daß bei dem 
Zerfall des Eiweißmoleküls im Pflanzenkörper sich kohlenstofffreie 
oder kohlenstoffarme Stickstoffverbindungen bilden, aus welchen, unter 
Mitwirkung stickstofffreier organischer Verbindungen synthetisch 
Asparagin gebildet wird. 

Weitere Untersuchungen haben gezeigt, daß dieser kohlenstoff- 
freie Rest, der durch den Zerfall der Aminosäuren hinterbleibt, Ammo- 
niak ist. Schon die Hydrolyse des Eiweißes und das Vorkommen des 
Ammoniaks in etiolierten Pflanzenkeimlingen (E. Schulze, 1898) wiesen 
darauf hin, daß das Endprodukt bei der Spaltung Ammoniak ist, 
doch bleibt unaufgeklärt, von wo dieses Ammoniak stammte. Man 
stellte sich die Frage, ob dieses Ammoniak aus den Aminosäuren, 
welche beim Zerfall von Eiweiß entstehen, stammte oder ob dieses 
Ammoniak sich unmittelbar vom Eiweißmolekül abspaltet und auf 
diese Weise als Anfangsprodukt der Eiweißzerspaltung angesehen. 
werden kann. W. Butkewitsch war der erste, der dieses Problem unter- 
suchte; er zeigte, daß bei der Anästhesie der Keimlinge in den Pflanzen- 
geweben Ammoniak gespeichert wird, dabei bleibt der Gehalt an 
Eiweißstickstoff unverändert, während der Gehalt an Amino- und 
Amidostickstoff vermindert wird). Später zeigte A. Kiesel*) durch 
seine Versuche, daß bei der Autolyse 22- bis 24tägiger Keimlinge von 
Vicia Faba Ammoniak ebenfalls hauptsächlich auf Kosten der Amino- 
säuren gebildet wurde®). Gegenwärtig ist es festgestellt, daß NH, 
in den Pflanzen auch aus organischen Basen erzeugt werden kann. 
So zerfällt das Arginin unter der Einwirkung der Arginase in Omithin 


1) Doch hat Е. Schulze diese Annahme über das Wesen der Asparagin- 
bildung zugleich mit zwei anderen Möglichkeiten bekannt gegeben; damals 
war es noch unklar, welche von diesen drei Hypothesen am richtigsten 
den Sachverhalt der Asparaginbildung in den Pflanzen wiedergibt. Land- 
wirtschaftliche Jahrb. 17, 683, 1888. 

2) Е. Schulze fand bei verschiedenen Versuchen, daß beim Zerfall 
des Eiweißes in den Pflanzen dieselben Produkte entstehen wie bei der 
künstlichen Spaltung des Eiweißes. Landwirtsch. Jahrb. 85, 621, 1906. 

3) W. Butkewisch, Die regressive Metamorphose der Eiweißkörper 1904. 

*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 60, 453, 1909. 

5) Die Bildung von Ашто ак bei der Autolyse hatten noch früher 
Castoro und Salesski beobachtet, doch war der Grund der Ammoniakbildung 
nicht erforscht worden. Castoro, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 525, 1906 u. 
1907; Salesski, Ber. d. deutsch. Bot. Gesellsch. 25, 357, 1907. 
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und Harnstoff, welch letzterer sodann durch die Wirkung der Urease 
Ammoniak abspaltet!). 

Durch das Gesagte wurde die von E. Schulze ausgesprochene 
Vermutung, daß die Ausgangsprodukte des Eiweißzerfalls in den 
Pflanzengeweben weiterer Zerstörung bis zum kohlenstofffreien Rest 
(NH,) unterliegen, bestätigt; dieses Restprodukt kann, wie die Versuche 
mit der Ernährung etiolierter Keimlinge mit Ammoniaksalzen gezeigt 
haben, als Stickstoffquelle bei der Synthese der Säureamide dienen?). 
Dieselben Versuche zeigten aber, daß bei der Ernährung etiolierter 
Keimpflanzen mit Ammoniaksalzen es nicht immer bei solcher Ver- 
suchsanordnung gelingt, den Amidstickstoff in den Keimsprossen zu 
steigern. Alle unternommenen Versuche dieser Art mit Lupinen, die 
darauf hinzielten, Asparaginbildung auf Kosten des von außen ein- 
geführten Ammoniaks bei etiolierten Keimpflanzen herbeizuführen, 
bleiben erfolglos. Der Gehalt von Amidstickstoff, ebenso wie der 
Gesamtstickstoffgehalt, wurde bei diesen Versuchen mit Lupinen auf 
Ammoniaklösungen im Vergleich mit Kontrollkulturen auf destilliertes 
Wasser nicht gesteigert, sondern in der Mehrzahl der Fälle verringert; 
dagegen war eine starke Erhöhung des Ammoniakstickstoffgehaltes zu 
bemerken. 

Das eigentümliche Verhalten der Lupine gegenüber dem von 
außen zugeführten Ammoniak steht allem Anschein nach in Verbindung 
sowohl mit dem besonderen Charakter als auch mit der eigenartigen 
Zusammensetzung der Samenreservestoffe dieser Pflanzen. Es ist 
bekannt, daß die Samen dieser Pflanze sich nicht nur durch den Gehalt 
solcher Reservekohlehydrate wie Galakton auszeichnen, sondern 
überhaupt einen äußerst hohen Gehalt von Stickstoffverbindungen 
aufweisen. Wenn man den Gehalt der Stickstoffverbindungen in den 
Samen mit der Ziffer 1 bezeichnet, so ist das Verhältnis von stick- 
stoffhaltigen zu stickstofffreien Stoffen in den Samen (ohne Schalen) 
folgendes?): 

Lupine: 1:0,92, Kürbis: 1: 1,56. 

Bei den Статіпееп wird dieses Verhältnis noch mehr im Sinne 
der Vermehrung der stickstofffreien Stoffe verändert. Das Verhältnis 
des Rohproteins (N x 6,25) zu den stickstofffreien Extraktivstoffen 
ist (nach Е. Wolf) folgendes 

bei Gerste: 1: 6,4, beim Mais: 1: 6,2. 


1) A. Kiesel, Ber. 4. russisch. Kaiserl. Akademie d. Wissensch. 1915, . 


S. 1337; auch in der Jubiläums-Festschrifti К. A. Timirjasjeff gewidmet. 
3) N. Suzuki, Bull. Coll. of Agrikult. Tokyo. Vol. П, Nr.7, В. 409, 

1897; D. №. Prianischnikow, La synthèse des corps amides aux dépens de 

l’ammoniaque absorbée par les racines; Revue générale de Bot. 95, 5, 1913. 
3) Nach Е. Schulze, Landwirtsch. Jahrb. 17. 


ња. = e em _ 


Synthese. der Säureamide in den Pflanzen. 5 


Im engen Zusammenhang mit dem eben Gesagten steht die Tat- 
sache, daß bei der Lupine schon bei der Auskeimung der Samen im 
Wasser in den Sprossen mehr Ammoniakstickstoff gespeichert wird 
als in den Sprossen anderer Pflanzen. Berechnet man den in den 
Geweben aufgespeicherten Ammoniakstickstoff (bei der Kultur auf 
destilliertem Wasser) in Prozenten vom Gesamtstickstoffgehalt der 
Keimlinge, so erhält man folgende Zahlengrößen: 

Hordeum Sativum Vicia Sativum Pisum Sat. Lupinus luteus 
0,34% 0,41 % 0,62% 1,67%, — 4,59 % 

Dieselben Beziehungen zwischen dem in den Keimlingen auf- 
gespeicherten Ammoniak und der Menge der Reservekohlehydrate 
kann an ein und derselben Pflanze, wie es W. Butkewitsch bei Lupinus 
luteus (Kultur ohne Stickstoffernährung) und Verfasser bei Hordeum sat. 
(mit Stickstoffernährung) gezeigt haben, beobachtet werden. Nur 
auf Grund seiner eigenen Versuche mit hungernden Lupinenpflanzen 
konnte Butkewitsch nicht den Ursprung des Ammoniaks, der bei diesen 
Bedingungen entstand, feststellen. Als er aber die Ergebnisse seines 
Versuches mit den Literaturangaben (Schulze, Merlis u. a.) verglich, 
fand er es zum Schluß berechtigt, daß die Ammoniakspeicherung 
auf Kosten der Zerstörung der Stickstoffverbindungen, die sich beim 
vorhergehenden Eiweißzerfall gebildet hatten, geschieht; er nahm an, 
daß in diesem Falle ebenso wie bei der Anästhesie das Ammoniak 
aus den Aminosäuren und Amiden gebildet wird. 

Durch meine 1913 unternommenen Versuche mit hungernden 
Gerstenpflanzen!), denen von außen Ammoniakstickstoff zugeführt 
wurde, ist es klargelegt, daß im ersten Stadium der Keimung, während 
welcher die Reservekohlehydrate noch wenig verbraucht sind, nur 
wenig Ammoniak in den Geweben gespeichert wird; das geschieht 
trotz der ziemlich energischen Absorption der Ammoniumsalze durch 
die Keimlinge und der leichten Überführung des Stickstoffs der Ammo- 
niumsalze durch die Keimlinge in Amidoverbindungen. Doch nach 
Verbrauch der stickstofffreien Reservestoffe wurde das von außen 
zugeführte Ammoniak gar nicht von der Pflanze verarbeitet, das früher 
gebildete Asparagin wurde aus Mangel an Atmungsmaterial verbrannt; 
schließlich konnte man eine außergewöhnliche Anreicherung von 
Ammoniak in den Geweben konstatieren, dabei war aber der Amid- 
stickstoffgehalt äußerst gering. Eine nach ihrem Verhalten zum von 
außen zuführbaren Ammoniak typische Gramineenpflanze wurde in 
eine lupineähnliche Pflanze verwandelt, deren Vorrat an Kohlehydraten 
vom Anfangsstadium der Keimung äußerst beschränkt ist. 

1) А. J. Smirnow, Über den Umsatz von stickstoffhaltigen Bestand- 


teilen bei Gerstenkeimlingen bei Ernährung mit Ammoniaksalzen; Berichte 
d. Mosk. landwirtsch. Instit., S. 470, 1914. 
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Versuch 1. Ausgekeimte Gerstensamen, deren Keime die Wurzel- 
länge von 1% bis 2cm erreicht haben, wurden auf paraffinierte Netze, 
die über Kristallisierschalen ausgebreitet waren, gebracht. In den Kristal- 
lisierschalen befanden sich folgende Lösungen: Wasser, N H,Cl, NH,CI 
+ CaCO, МН,СІ + CaSO, . 2 H,O. Die Konzentration des NH,CI 
betrug 0,075 %. CaCO, und CaSO, 2 H,O wurden in Ammoniumchlorid 
äquivalenten Mengen hinzugefügt. Calciumsalze wurden zur Neutralisation 
des physiologisch sauren NH,CI beigefügt. Jede von diesen Lösungen 
wurde in drei Kristallisierschalen von je 2500 «cm eingegossen. Die Keim- 
linge verbleiben 11 Tage bei völliger Dunkelheit über den Lösungen. Nach 
Abschluß des Versuches wurden die Keimlinge im frischen Zustande gemessen. 
Die Trockengewichtbestimmung und die Analyre дев zerkleinerten Materials 
ergaben folgende Werte: 








Tabelle Іі). 

Ки E | Ba Eiweiß.N | EG Ammor Länge , Weste 
100 Keimlinge ees i e | substanz 
BERN | mg mg | em io u 
Wasser ........ 1640 1012 | 162 54 191 1894 
NR D ........ 181,2 104,1 330 11 7 16,3 20,90 
NH,CI+ CaCO,. . . || 1873. 989 | 383 138 | 199 25,83 
NH,CI+CaSO,.2H,O, 1908 972 | 338. 81, 172 2258 


Die Resultate dieses Versuches stehen völlig mit den früheren 
Befunden unseres Laboratoriums überein. Der den Pflanzen zugeführte 
Ammoniakstickstoff sammelte sich keineswegs in bedeutenden Mengen 
in Pflanzengeweben an, sondern wurde leicht in Amidverbindungen 
übergeführt. Es ist aber schon hier bemerkbar, daß die Schwankungen 
des Ammoniakstickstoffgehaltes durchaus parallel mit dem Trocken- 
substanzverlust der Pflanzen verlaufen. | 

Versuch 2. Dieser Versuch weicht von dem vorigen nur durch die 


Zeit ab, während welcher die Keimlinge über den Lösungen verbleiben; hier 
blieben die Keimlinge 21 Tage über den Lösungen. 




















Tabelle II. 
| ГЕ H Азра те Zeie an 
100 Keimlinge | н | N ginn | nike 296 | „тоссо, 
o m ота | шр | m | cm b 
Wasser ........ | 1633 | 86 448| 41 299 | 29,09 
МН. ........ 202,1 955 575 | 412 18,6 27,74 
NH,Cl + СаСо,. ` 2421 868 | 374| 729, 217 3232 


NH,CI+CaSO,. 2H,O 2264 8329, 261 | 692| 213 | 3072 


Die Zugabe der Ge zum NH,Cl rief einen starken Ver- 
brauch der Kohlehydrate durch die Atmung hervor; dieser Verbrauch 
der Kohlehydrate äußerte sich in der Zunahme des Verlustes der 


1) Die Zahlen aller Tabellen vorliegender Arbeit stellen Mittelwerte 
je zweier Bestimmungen dar. Dabei ist zu bemerken, daß die Schwankungen 
zwischen zwei Parallelbestimmungen niemals 3% übersteigen. 
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Trockensubstanz. Hierdurch wurde der Mangel an Kohlehydraten, 
der in den Keimlingen infolge des langen Verbleibens im Dunkeln 
entstand, noch verschärft; infolgedessen wurde die Synthese des Aspa- 
ragins aus dem von außen aufgenommenen Ammoniak unterbrochen. 
Das Verhalten der hungernden Gerstenkeimlinge gegen das von außen 
zugeführte Ammoniak war durchaus dem der Lupinenkeimlinge analog; 
diese letzteren zeichnen sich schon beim Beginn der Keimung durch 
einen großen Mangel an Kohlehydraten aus. 

Ebensolche Resultate wurden bald darauf ebenfalls im Labo- 
ratorium des Prof. Prianischnikow durch А. 5. Kablukow, der Ver- 
suche mit Mais unternahm, und durch Fräulein A. A. Kudrjauzew 
bei Versuchen mit Erbsen erhalten. Wurde den Keimlingen ein Teil 
der Reservekohlehydrate entzogen (durch Abtrennen des Endosperms), 
so hatte das eine abnorme Speicherung von Ammoniakstickstoff zur 
Folge!). Es ist also anzunehmen, daß den Kohlehydraten eine wesent- 
liche Rolle bei der Verarbeitung des von außen durch die etiolierten 
Keimlinge aufgenommenen Ammoniakstickstoffs zukommt. 

Man kann also eine an Reservekohlehydraten reiche Gramineen- 
pflanze zwingen, sich gegen den von außen zugeführten Ammoniak- 
stickstoff ebenso wie die Lupine (die arm an Kohlehydraten ist) zu 
verhalten. Umgekehrt muß es möglich sein, das Verhalten der Lupine 
gegen Ammoniakernährung durch künstliche Zuführung von Kohle- 
hydraten ebenso wie der Gramineenpflanzen zu gestalten. Zu diesem 
Zwecke wurden von uns Versuche unternommen, deren Beschreibung 
wir weiter folgen lassen. Alle Kulturen wurden im Dunkeln unter Aus- 
schluß von Mikroorganismen durchgeführt. Le dabei angewandte Methode 
der sterilen Züchtung von höheren Pflanzen wurde bereits mehreremal 
mit Erfolg in der Akademie in Petrowskoje-Rasumowskoje ausprobiert 
und von @. @. Реітош?) beschrieben; da ich jedoch einige technische 
Änderungen vorgenommen hatte, so ist eine ausführliche Beschreibung 
der Versuchsanordnung in der Beilage dieser Publikation zu finden. 


Versuch 8. (13tägige Pflanzenkultur) mit zwei sterilen Kulturen von 
Lupinus angustifolius auf Wasser. Die eine Kultur war mit Glucose (2 proz. 
Lösung), die andere ohne Glucose angestellt worden. Die Zusammen- 
setzung der Nährlösung in beiden Gefäßen war nachstehende: 

Auf 3700 com destillierten Wassers kamen 


(ИН. О =. 2% e 2,22 g, 

К ЕОРО фа 0,5032 g 
SE э жолёлъ ов жо 0,2715 
MgSO, + 7 H,O 0,1287 g 
Fe (SO) ....... 0,0307 g 
EE эъ а шы 1,6817 р 


1) Ergebnisse der Vegetations- und Laboratoriumversuche 9, 470, 
1914 (russisch). 
2) Berichte des Moskauer landwirtsch. Instituts 1911. 
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Alle löslichen Salze waren umkristallisiert; das Calciumcarbonat wurde 
aus einer Lösung von Calciumchlorid durch Soda gefällt, dann mehrere 
Male mit destilliertem Wasser auf dem Buchnerschen Trichter bei schnellem 
Absaugen durchgewaschen. Für jedes Kulturgefäß wurde die nötige Salz- 
menge besonders abgewogen. 

100 Samen von Lupinus angustifolius wiegen im lufttrockenem Zu- 
stande (mit Schalen) — 18,0958 д. Die Samen wurden nach dem Quellen 
und darauffolgendem Trocknen (ohne Schalen) analysiert, wobei das Gewicht 
der Samen (100 Stück) in lufttrocknem Zustande 13,3346 g betrug. Die 
gesondert gewogenen 100 Stück Samenschalen wogen 3,9037 g. Der Verlust 
der Trockensubstanz während des Quellens betrug also 0,8575 g oder 
4,739%, des ursprünglichen Gewichts der Samen mit Schalen. Die Samen 
wurden aus dem Grunde nach dem Quellen analysiert, weil die Samen der 
Leguminosen gewöhnlich reich an phosphorsauren Alkalien sind, welche 
während des Quellens eine Verminderung des Stickstoffgehalts!) bewirken 
können. Bei unserem Versuch wurden die Samen erst nach wiederholtem 
Abwaschen gesät, und darum konnte der Vergleich der gefundenen Er- 
gebnisse mit der anfänglichen chemischen Zusammensetzung der nicht- 
angequollenen Samen zu Fehlschlüssen über die Veränderung des Stickstoff- 
gehalts in den Keimlingen Anlaß geben. Jede der beiden Kulturen enthielt 
65 Samen. Die Samen wurden mit einer 1 proz. Bromlösung (в. weiter) steri- 
lisiert und nach 24stündigem Waschen mit sterilisiertem Wasser (destill.) 
in Gefäße ausgesät. Das Gesamtvolumen des Gefäßes betrug 16,5 Liter, 
das Volumen des unteren Teiles, der die Lösung enthielt — 3700 ccm. Die 
Kulturen befanden sich während der ganzen Versuchsdauer in einem 
Dunkelzimmer bei einer Temperatur von 16,2 bis 19,4°C. Täglich wurde 
durch die Nährlösung Luft durchgezogen, die vorher durch Waschflaschen 
mit konzentrierter Alkalilauge und Schwefelsäure durchgeleitet wurde. 
Außerdem konnte die Durchlüftung der oberen Teile der Gefäße vermittels 
Diffusion durch die Watteschicht geschehen, die von oben samt einer 
Lindenholzscheibe die Gefäße bedeckte. Die Keimung aller Samen begann 
am nächsten Tage nach der Aussaat. 6 Tage nach der Aussaat wurde ein 
Unterschied in dem Wachstum der Pflanzen beobachtet: auf der Lösung 
mit Glucose waren die Keimlinge kleiner. Nach weiteren 2 Tagen wurde 
das Erscheinen der Seitenwurzelchen bemerkt. Die Kulturen mußten 
vorzeitig, am 13. Tage nach der Aussaat abgebrochen werden, da im Gefäß 
Nr. 2 (mit Glucose) neben einem Samen, der eben erst in Keimung begriffen 
war, Schimmel auftrat. Da die Samen auf dem Netz weit voneinander 
lagen, so umfaßte das Pilzmycel nur diesen einen Samen und hatte sich 
nicht über die übrigen Keimlinge verbreitet; auch konnte man das Ein- 
dringen des Mycels in die Lösung nicht bemerken (das Netz berührte die 
Lösung nicht). Die Sterilitätsprüfung der Lösungen nach dem Versuchs- 
ebschluß durch Übertragung kleiner Mengen der Lösungen in Kölbchen 
mit Fleischbouillon zeigte, daß die Lösungen während der Versuchsdauer 
steril bleiben?). Alle Keimlinge blieben bis zum Abschluß der Versuche 


1) р. N. Prianischnikow, Über den Zerfall der Eiweißstoffe während 
der Keimung, 1895, und Eiweißstoffe und ihre Verwandlungen, 1899. 

2) Bei allen folgenden Kulturen mit den Samen der Lupine habe ich 
vor der Bromsterilisation die Samen mechanisch durch einen scharfen 
Skalpell von den Spuren des Samenstiels gereinigt. Bei allen der folgenden 
Versuche mit diesen Samen habe ich keine Infektion beobachtet, so daß 
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gesund. Während der Vegetationsperiode hatten sich die Volumina der 
Lösungen folgendermaßen vermindert: 
Kultur Nr. 1 (ohne Glucose) um 220 ccm oder 6% des Anfangsvolumens, 
‚‚ Nr.2 (mit Glucose) ‚› 170 сест ,„ 46%, = 

Die nach den Versuchsabschluß zurückbleibende Lösung zeigte alka- 
lische Reaktion. Zur Neutralisierung derselben mußte man auf је 100 cem 
folgende Mengen (in Kubikzentimeter) п/10 Schwefelsäure verbrauchen: 

Nr.1 (ohne Glucose) Nr. 2 (mit Glucose) 
1,725 ccm, 0,925 ccm. 
Die Messungen der Keimlinge wurden in frischem Zustand ausgeführt. 











р | Stengel Wurzel Gesamtlänge 
cm cm cm 
Kultur Nr. 1 (ohne Glucose) | 132 | 1182 | 25,02 
оз 2 (mit » II 93 857 ` 1787 


Das Trocknen des Materials wurde in den ersten 2 Stunden bei 80° С 
(um die Keimlinge schneller abzutöten) vorgenommen; dann während 
48 Stunden bei 60 bis 65°C fortgesetzt. Im lufttrocknen Zustande hatte 
das getrocknete Material folgendes Gewicht: 





Е | Kultur Nr. 1 Kultur Nr.2 
DEE EE E ` 


100 Keimlinge ohne Schalen . . 11,0088 | 14,2877 




















100 Samenschalen 3,5088 3,9286 
Unentwickelte Keimlinge und | 
nichtgekeimte Samen. . . . . 0,95 1,5 


Das Gewicht der 100 Keimlinge im Vergleich mit dem Gewicht der- 
selben Anzahl von gequollenen und wieder getrockneten Samen hatte sich 
während der Versuchsdauer folgendermaßen geändert: 


um — 2,328g oder — 17,44% des ursprüngl. Samengew. in d. Kult. Nr. 1 
‚› + 0,9531g „ + 7,15% » Ж 55 ЕТИ 2" 
Der Zusatz von Glucose zur Nährlösung hatte also nicht nur den 
Verlust an Trockensubstanz kompensiert, sondern noch einen Gewichts- 
überschuß der Ernte verursacht. Die Menge der bei Kultur Nr. 2 
verbrauchten Glucose betrug 4,838 р, so daß auf je 100 Keimlinge 
8,64 g entfallen. Also werden unter den gegebenen Verhältnissen zur 
Bildung von einer Einheit der Trockensubstanz 9,06 Einheiten Glucose 
verbraucht. Die getrockneten Keimlinge, deren Gewicht festgestellt 
war, wurden erst auf einer Mühle zerkleinert und die erhaltene Masse 
in einem Porzellanmörser so fein zerrieben, daß sie durch ein Y,-mm-Sieb 


meine früheren Annahmen, daß hier eine Inneninfektion der Samen vor- 
liegt, nicht bestätigt wurden. Das Auftreten des Pilzes im ersten Versuch 
wurde wahrscheinlich durch unbemerkt gebliebene oberflächliche Ver- 
unreinigung der Samennabhtleiste verursacht; durch diese Verunreinigung 
wurde das Vordringen des Broms an dieser Stelle bis zur Oberfläche der 
Samenschale verhindert. 
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passieren konnte. Für die Bestimmung wurden Doppelanalysen aus- 
geführt. Der Gesamtstickstoff wurde nach dem Verfahren von Kjeldal, 
der Eiweißstickstoffgehalt nach Stutzer bestimmt. In dem Fitrat 
von Cu(OH), wurde vermittelst einer 10proz. Tanninlösung eine 
Fällung der eventuell vorhandenen Peptone erzielt, dann wurde der 
Niederschlag gewaschen. Aus dem erhaltenen Filtrat und dem Wasch- 
wasser wurde im Vakuum das Ammoniak destilliert). Der Rest des 
Destillationskolbens (es wurde bis zum Trocknen abdestilliert) wurde 
in schwacher (l10proz.) Salzsäure gelöst und der Amidstickstoff in 
der erhaltenen Lösung nach Sachsse bestimmt. Der Stickstoff des 
Tanninniederschlages ist in der Tabelle nicht angegeben, da, wie es 
sich herausstellte, das Tannin in der Kupferlösung keinen Niederschlag 
der Peptone, sondern anderer Stickstoffverbindungen ergab, die nach 
den früheren Beobachtungen von D. N. Prianischnikow wahrscheinlich 
einen Teil der organischen Basen bilden?). Der durch Tannin erzeugte 
Niederschlag einer neuen Probe ohne vorangehende Ausscheidung 
des Eiweißes zeigte, daß die Menge des Stickstoffs im erhaltenen Nieder- 
schlage den Stickstoffgehalt des Niederschlages des Cu(OH), nicht 
übersteigt?®). 

Betrachtet man nun den Gesamtstickstoffgehalt, sieht man, daß 
derselbe in den Ernteprodukten erheblich höher ist als in den Samen. 
Um die Frage zu entscheiden, ob bei dem Trocknen der Keimlinge 
ein Verlust an Ammoniakstickstoff stattfindet, und wie groß dieser 
Verlust für jede der Kulturen war, wurde der Gesamtstickstoff der 
ausgesäten Samen (mit Schalen) sowie aller Ernteprodukte: der schwach- 
entwickelten Keimlinge, die bei der gesamten Analyse nicht in Be- 
tracht kamen, sowie der vollkommen entwickelten Keimlinge, der 
nicht keimenden Samen und der abgestoßenen Schalen bestimmt. 


Gesamtgehalt des Stickstoffs. 


In allen Ernteprodukten 
In dem ganzen ausgesäten Material. Gefäß Мг.1. Gefäß Nr.2. 


536,05 mg 564,07 mg 594,29 mg. 


In jeder Kultur war also eine Erhöhung des Stickstoffgehaltes 
um folgende Mengen in Milligrammen festgestellt: 


Nr.1 (ohne Glucose) Nr.2 (mit Glucose) 
28,02 58,24. 


1) Dr. Antonio Longi, Landwirtsch. Versuchsstat. 82, 16, 1885; Nencht 
und Zaleski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 193, 1901; Das Verfahren wurde 
in seiner letztveränderten Form, wie es im Handb. d. Biochem. Arbeitsmeth. 
von Abderhalden 2, 527 u. 528 angegeben ist, angewandt. 

?) Prianischnikow, Ein Beitrag zur Charakteristik der Pflanzeneiweiße. 
Von der Wirkung der 4 proz. Schwefelsäure auf Legumin, Moskau 1903. 

3) A. J. Smirnow, Einwirkung der Kohlehydrate auf den Stickstoff- 
umsatz bei höheren Pflanzen; Ber. d. landwirtsch. Akad. Moskau 1918. 
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Vergleicht man die Stickstoffverminderung der Lösungen mit der 
Vergrößerung des Stickstoffgehaltes in den gesamten Ernteprodukten, 
so erhält man die absolute Höhe des Verlustes für jede Kultur: 





Tabelle III. 
l3tägige Keimlinge des Lupinus angustifolius. 
E Eiweiß-N м | ans | EN 1) | Rest-N 2) 


| 
/ 100 Keimlingen 


ор | 90) ав | 90 шв | 9 {шв | 9 1 ов | 


u 


Nummer der Kulturen 








Nr. 1 (ohne Glucose) . ||904,5/8,22||194,211,76 68,8 0,59 | 466,8'4,24 || 178,2| 1,67 
Nr. 2 (mit Glucose) . |934,2'6,54 | 262,6/1,81 | 84,4 :0,24 | 446.8 3,00 190,4 1,46 
Samen (ohne Schalen) 809,816,07 || 750,9/5,63 ; = |= = |= = 








Verminderung des Stickstoffgehaltes Gesamtverlust des Stickstoffs?) in der 
er Lösungen. ganzen Kultur. 
Nele; 77 mg 48,98 mg (77,0 — 28,02) 
N2.2, EC % 85,8 27,56 (85,8 — 58,24) 


Lupinus angustifolius scheint in seinem Verhalten zur Ammoniak- 
ernährung im Dunklen etwas von L. luteus abzuweichen, das ist wohl 
in Verbindung mit dem geringeren Prozentgehalt an Stickstoff zu 
bringen. Immerhin bleibt der Charakter dieser Beziehungen zur 
Ammoniakernährung derselbe. Nur der: dritte Teil (14) des ab- 
sorbierten Stickstoffs wurde von den Keimlingen, die auf rein an- 
organischen Salzlösungen aufgezogen waren, zurückgehalten, während 
der Rest des Stickstoffs (?/,) verloren ging. Beim Zusatz von Glucose 
wurde das Verhältnis zur Stickstoffernährung geändert; die Keimlinge 
konnten unter diesen Bedingungen mehr Stickstoff ansammeln. Doch 
bei absolut größerer Aufspeicherung des Ammoniaks aus den Lösungen 
hatten die Keimlinge, die durch Glucose ernährt wurden, beinahe zweimal 
weniger Ammoniak in ihren Geweben angesammelt als diejenigen, die 
nur durch anorganische Salzlösungen ernährt wurden. Über den Aspa- 
raginstickstoff gab der angestellte Versuch keine bestimmten Auf- 


1) Als Asparaginstickstoff ist der doppelte Amidstickstoff angenommen, 
d. h. derjenige Stickstoff, der bei dem Kochen mit HCI sich in Form von 
NH, abspaltet. | 

3) Der Stickstoff dieser Gruppe (haupteächlich der Aminosäuren) 
wurde erhalten indem man die Summe des Eiweiß, Ammoniak, und ver- 
doppelten Amid (Asparagin)-Stickstoff von dem Gesamtstickstoff sub- 
trahierte. 

3) Es ist möglich, daß der Stickstoffverlust auch geringer war, da 
aus den Samen, welche in dem Gefäß keimten, nach mehrmaligen Waschun- 
gen (vom Brom) mehr Stickstoff verloren werden konnte, als bei nur ge- 
quollenen Samen, die unmittelbar danach getrocknet wurden. Aus diesem 
Grunde konnten sich die ausgesäten Samen von den unmittelbar analy- 
sierten durch einen geringeren Stickstoffgehalt unterscheiden. 
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schlüsse. Statt der bei der Ernährung der Keimlinge durch Glucose 
erwarteten Steigerung des Asparaginstickstoffgehaltes wurde ein Gehalt 
für Asparaginstickstoff gefunden, der um ein weniges kleiner war als 
bei den Keimlingen, die rein anorganisch (ohne Zusatz von Glucose) 
ernährt waren. 

Keine Erhöhung des Asparagingehaltes in den Keimlingen, die durch 
Glucose (+ Mineralsalze) ernährt wurden, konnte durch eine (relativ) 
ungenügende Zufuhr von Ammoniak aus den Lösungen und durch 
geringeren Eiweißabbau in diesen Keimlingen im Vergleich mit denen, 
die keine Glucose erhielten, erklärt werden!). Die meisten zeit- 
genössischen Physiologen sind der Meinung, daß das Asparagin in 
seiner Hauptmenge eine Form der Aufspeicherung des überschüssigen 
Ammoniaks darstellt. Eine solche überschüssige Ammoniakauf- 
speicherung konnte in der Kultur Nr. 2 aus dem Grunde nicht statt- 
finden, weil die Ammoniakzufuhr von außen mit geringerer Geschwindig- 
keit vor sich geht als seine Umwandlung in der Synthese der Amino- 
säuren. Folgender Versuch wird uns zeigen, daß bei längerer Kultur, 
während welcher eine größere Zufuhr des Ammoniaks von außen statt- 
gefunden hat, der Einfluß der Glucose sich in einer Anreicherung des 
Amidstickstoffs bemerkbar macht. Doch schon der erste, eben be- 
schriebene Versuch zeigt uns deutlich, daß die Ernährung mit Glucose 
den Stickstoffwechsel der Lupine, die auf einer Ammoniaklösung er- 
zogen wird, anders gestaltet. Diese Tendenz der Abweichung vom 
Typus der Lupine im Sinne einer Annäherung an Pflanzen, die in 
ihren Samen einen reichen Vorrat an Reservekohlehydraten besitzen, 
zeigt sich sowohl in einer stärkeren Absorption und einem intensiveren 
Zurückhalten des von außen aufgenommenen Ammoniaks, als auch 
in dem geringeren Zerfall des Eiweißes, einer geringeren Aufspeicherung 
des unveränderten Ammoniaks in den Geweben und endlich in dem 
Verhältnis des Asparagins zum Ammoniakstickstoff: 

Kultur Nr. 1 (ohne Glucose) Kultur Nr.2 (mit Glucose) 
N дев Asparagins 4668 oe 446,8 _ 1299. 
N des Ammoniaks · 65,3 É 34,4 | 

Wenn dieses Verhältnis in der Kultur Nr. 1 als Einheit angenommen 
wird, so ist es für Kultur Nr. 2 gleich 1,9. Da der eben beschriebene 
Versuch vorzeitig abgebrochen werden mußte, so wurde er wiederholt, 
wobei beide Kulturen bis zum Ende des Versuches (annähernd 4 Wochen) 
vollkommen steril bleiben. 





!) Der intensivere Verlauf der destruktiven Prozesse in den Keim- 
lingen der Kultur Nr. 1 konnte bis zu einem gewissen Grade eine Erhöhung 
des Amidstickstoffgehalts sowohl auf Kosten der im Eiweißmolekül ent- 
haltenen Amiden (Osborne), als auch auf Kosten des Harnstoffs, der ein 
Zwischenprodukt der Argininzerstörung darstellt, bewirken. 
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Versuch 4. Sterilisation der Samen mit einer 1 proz. Bromlösung 
(40 Minuten) und Aussaat am 14. August. 

Für jede der Kulturen wurden 70 Samen ausgelegt. Die Temperatur 
des dunklen Zimmers, in dem sich die Kulturen befanden, betrug 18,8 bis 
22,5°C. 

Wie bei dem vorgehenden Versuch wurden die Kulturen jeden Tag 
durchlüftet. Auf dem Gefäß ohne Glucosezusatz war wiederum in den 
ersten Tagen eine stärkere Entwicklung sämtlicher Keimpflanzen zu 
beobachten. Nach 5 Tagen erschienen bei den Keimlingen, denen aus- 
schließlich Mineralsalze zugeführt wurden, die ersten Blättchen und am 
nächsten Tage war an beiden Kulturen das Erscheinen der Seitenwurzeln 
zu beobachten. Am zehnten Tage nach der Aussaat war bei der Glucose- 
kultur eine stark ausgeprägte Verzögerung des Wachstums bemerkbar. 
Nach 3 Wochen (3. September) entwickelten sich in der Glucosekultur die 
Seitenwurzeln stärker. Die Entwicklung der oberirdischen Teile derjenigen 
Keimlinge, die ohne Glucose ernährt wurden, verzögerte sich nach dem 
Erscheinen des ersten Blattpaares; das Wachstum der Keimlinge auf der 
Glucoselösung schritt dagegen auch nach der Entwicklung des ersten 
Blättchenpaares mit der früheren Geschwindigkeit fort. Der Stengel streckte 
sich nach oben und entwickelte die nächsten Blätter. Die Wurzeln einiger 
auf der Glucoselösung befindlicher Keimlinge entledigten sich zu dieser 
Zeit der Wurzelhauben. Bei den Wurzeln dieser Kultur war die Epidermis 
gerippt und von Rissen durchzogen, während die Oberfläche der Wurzeln 
der Kultur ohne Glucosezusatz vollkommen glatt war. Die Wurzeln der 
auf der glucosehaltigen Lösung befindlichen Keimlinge waren von einer 
dunkel bräunlichen Schattierung; sie bogen und krümmten sich gegen die 
Oberfläche der Lösung. Am 26sten Tag nach der Aussaat wurden die 
Kulturen photographiert. Am nächsten Tage wurde der Versuch abge- 
schlossen. In den letzten Tagen konnte man in den oberen Teilen der Keim- 
linge, die keine Glucose erhielten, eine Turgorabnahme beobachten. 
Aus diesem Grunde wurden die Versuche abgeschlossen. 


Aus diesem Versuche geht also hervor, daß das Wachsen der Keim- 
linge, die durch Glucose ernährt, anfänglich viel schwächer war, als 
bei den Keimlingen, die nur anorganisch ernährt wurden (ohne Glucose), 
ein Vorgang, der schon im vorhergehenden Versuche beobachtet war. 
Später hatten die Keimlinge, die auf Glucose gezogen wurden, in ihrer 
Entwicklung die Kontrollkeimlinge (ohne Glucose) nicht nur eingeholt, 
sondern sogar etwas übertroffen. Außerdem konnten in diesem Ver- 
suche einige sehr bemerkbare morphologische Eigentümlichkeiten der 
beiden parallelen Kulturen nachgewiesen werden. In der Kultur mit 
Glucose zeichnete sich das Wurzelsystem außer durch starke Ent- 
wicklung der seitlichen Wurzeln, durch die Kürze und Verbiegung 
der Hauptwurzeln, noch durch eine bedeutende Verdickung der letzteren 
sowie durch stark ausgeprägte Gerippeltheit der der Länge nach 
mit Rissen durchzogenen oberflächlichen Gewebe aus. Die Eigen- 
tümlichkeit der Stengel dieser Kultur bestand in der stärkeren 
Entwicklung des oberen Stengelgliedes gegenüber dem unteren, 
während bei den nicht mit Glucose ernährten Keimlingen diese Ent- 
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wicklung umgekehrt verlief. Das untere Stengelglied der auf glucose- 
haltiger Nährlösung gewachsenen Keimlinge war kürzer, während das 
obere länger als dieselben Teile der ohne Glucose gewachsenen Keim- 
linge war. Die oberirdischen Teile der Keimlinge, welche auf Glucose- 
lösung gezogen wurden, wichen, allem. Anscheine nach, von dem 
Typus der etiolierten Pflanze ab!). Im Durchschnitt waren die Längen 
der einzelnen Teile der Keimlinge (реше 
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Nr. 3 (ohne Glucose) . cm 11,34, 9,24 | 5,63 | 12,42 | 23,16 
Nr. 4 (mit Glucose). . „ 1125| 7104 | 757 | 1302 | 24,27 
Im ersten Versuche waren solche Abweichungen vermutlich wegen 
des geringen Alters der Keimlinge nicht bemerkt worden. Diese Ab- 
weichungen treten später hervor, wenn die Entwicklung des oberen 
Teiles des Stengels beginnt. Während der Vegetationszeit verminderten 
sich die Volumina der Lösungen um: 
210 ccm oder 5,7% des anfänglichen Volumens für Kultur ohne Glucose; 
230 eem „ 6,2% ,, Ke 2 AN a ge 5 
Die Alkalität der nach dem Versuchsabschluß nachgebliebenen 
Lösung war größer als im ersten Versuche. Zur Neutralisierung von 
100 ccm der Lösung wurden folgende Mengen von п/10 Schwefelsäure 


verbraucht: 
Ohne Glucose. Mit Glucose. 


2,425 cm 2,675 cm 
Die alkalische Reaktion war stärker als bei dem ersten Versuche, 
’ obwohl die Gefäße wiederholt sterilisiert wurden und die Auslaugung 
des Glases der Gefäße sich dadurch verringern müßte. Augenscheinlich 
bewirken die Keimlinge mit zunehmendem Alter die alkalische Reaktion 
der Lösung. 

Die Keimlinge wurden im frischen Zustande beim Abschluß des 
Versuches gemessen. Das Trocknen des Materials wurde ebenso wie 
im ersten Versuche vorgenommen. Im lufttrockenen Zustande wog 
das Material, auf 100 Keimlinge umgerechnet: 


1) Im Jahre 1873 hatte Pfeffer nachgewiesen, daß bei der Kultur von 
Lupinus luteus im Licht, aber ohne CO,-Zutritt, d. В. ohne die Möglichkeit ` 
Kohlehydrate zu synthesieren, die Keimlinge den Habitus etiolierter 
Pflanzen annehmen. 

2) Die bei der Bestimmung der Größenverhältnisse des oberen und 
unteren Stengelgliedes erhaltenen Werte entsprachen nicht immer der 
Gesamtlänge des Stengels, weil bei einigen Exemplaren der obere Teil 
vollständig fehlte, so daß die Größenwerte für den ganzen Stengel und 
seine Teile das arithmetische Mittel der einzelnen Messungen darstellen. 
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| Ми Glucose | Ohne Glucose 





100 Көштїпдө................ | 10,5404 g | 17,2182 р 
100 Samenschalen . . . 2.2.2.2 2 222 20. 40755 ; 3,9939 
Unentwickelte Keimlinge und nicht gekeimte | | 

Samen (ohne Schalen) . . . ........ | 29605 | 2,0573 


Für je 100 Keimlinge veränderte sich, im Vergleich mit derselben 
Zahl gequollener und getrockneter Samen (ohne Schalen) das Ge- 
wicht um: 

— 2,7942g oder — 20,96% v. Gew. d. Samen f. Kulturen ohne Glucose, 
+ 3,8836 „ + 29,12% » » » e p 27 mit j 

Hier war die Zunahme an Trockensubstanz in den Keimlingen 
stärker als im ersten Versuche. Entsprechend verminderte sich gegen- 
über dem ersten Versuche der Glucosegehalt der Lösung um mehr 
als 11⁄4 mal, und zwar betrug die Differenz 7,797 g, was auf 100 Keim- 
linge — 15,63 g ausmacht. In diesem Versuche benötigte man also pro 
Einheit Trockensubstanzzunahme je 4,02 Einheiten Glucose, d. h. die 
Hälfte der im vorhergehenden Versuche gefundenen Menge. Dies beruht 
auf dem größeren Alter der Keimlinge in letztem Versuche, in welchem 
die Atmung der Keimlinge gegen das Ende zu bedeutend abnahm 
und die aufgenommene Glucose weniger intensiv verbrannt wurde, als 
dies bei jungen Keimlingen der Fall war. Die Vorbereitung des Materials 
für die Analyse und das für die Analyse angewandte Verfahren waren 
dieselben wie im vorigen Versuche. Auch hier war in den Keimlingen, 
im Vergleich zu den Samen, ein Zuwachs an Gesamtstickstoff bemerkbar, 
dabei wurde der bedeutendste Zuwachs wieder bei den mit Glucose . 
ernährten Keimlingen erzielt. Um zu bestimmen, welcher Teil des 
abeorbierten Stickstoffs von den Keimlingen zurückgehalten und welcher 
Teil verloren ging, nahm man dieselben Bestimmungen wie im vorigen 
Versuche vor, d. h. es wurden erstens die Mengen des Stickstoffs be- 
rechnet, die jeder Kultur mit den gesäten Samen (und Schalen) zu- 
geführt wurde, und zweitens die Stickstoffmenge bestimmt, die sich 
nach dem Abschluß des Versuches in den geernteten Pflanzen befand. 

Die Gesamtstickstoffmenge betrug: 


In den geernteten Pflanzen 


In den ausgesäten Samen (mit Schalen). ohne Glucose. mit Glucose. 
582,43 mg 662,13 mg 732,09 mg 
Die Kulturen wurden also um folgende Stickstoffmenge bereichert: 
Ohne Glucose, Mit Glucose. 
79,75 mg 149,66 mg 


Der Stickstoffverlust, wenn man denselben aus den aufgenommenen 
Mengen des Amnıoniaks ausgehend berechnet, war in diesem Versuche 
geringer, wie es folgenden Daten zu entnehmen ist: 


Verminderung des Stickstoffgehaltes der Lösungen. Stickstoffverlust der ganzen Kultur. 
Ohne Glucose. . . . . 116,4 mg 36,65 mg (116,4 — 79,75) 
Mit Glucose... . .. 180,1 30,44 (180,1 — 149,66) 
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Der verhältnismäßig große Stickstoffverlust in dem ersten Ver- 
suche war augenscheinlich dadurch hervorgerufen, daß beim Trocknen 
im Laboratorium die Keimlinge infolge der nassen Witterung viel 
Wasser aufgenommen hatten und deswegen zum zweitenmal getrocknet 
werden mußten. Dieses zweimalige Trocknen ist auch wahrscheinlich 
der Grund des großen Stickstoffverlustes der Keimlinge des vorher- 
gehenden Versuches gewesen. Doch ist auch bei diesem letzteren 
Versuche bemerkbar, daß der Stickstoffverlust für jede Einheit des 
absorbierten Ammoniaks in den mit Glucose ernährten Keimlingen 
geringer ist als in denen der Kontrollkultur (ohne Glucose). 


Tabelle IV. 
27tägige Keimlinge von Lupinus angustifolius. 








Gesamt: N Eiweiß-N ` E Aspersgin-N! Rest:N 
| шо % m De me % mg 1%. mg | % 


3 (ohne Glucose . . [1002.71 9,51' 216,49 2,05 128,0 1,17 490,924,06] 173,2 1,63 
4 (mit Glucose) . . '1249,18 726 379.9 2.21 8190486199 360 168,2 0,97 
Samen (ohne Schale) . 809.8 6,07,750,9 563 — ‚,—ı, — р-н = — 


Auch hier enthielten die Keimlinge der Glucoselösung, ungeachtet 
der intensiveren Aufnahme des Ammoniaks aus der Lösung, wiederum 
weniger Ammoniakstickstoff als die Keimlinge der Kultur, welche 
durch eine Minerallösung ernährt worden waren. Die Abhängigkeit 
‘ der Asparaginbildung von der Anwesenheit der Kohlehydrate auf 
Kosten des von außen zugeführten Ammoniaks offenbart sich hier 
ebenso bestimmt wie die Abhängigkeit der Aufspeicherung des Ammo- 
niaks von dem Mangel an Kohlehydraten. 

Keimlinge (L. angustifolius), die mit Ammoniakstickstoff und 
Glucose ernährt wurden, enthielten bei geringer Aufspeicherung des Ammo- 
nıaks im Gewebe größere Mengen des Amid- (Asparagin-) Stickstoffs 
als Keimlinge, welchen nur Ammoniakstickstoff, doch keine Glucose zu- 
geführt wurde. | 

Das Verhältnis der Mengen des Asparagin- zum Ammoniakstickstoff 
ist in diesem Falle das gleiche wie auch im vorigen Versuche: 








Ohne Glucose Mit Glucose 
N des Asparagins 490,02 _ 619,2 _ 
N des Ammoniaks 122,0 ^ 299; 81,9 — 108: 


Folglich ist auch hier das Verhältnis der Kultur auf der Lösung 
ohne Glucose fast zweimal so klein wie auf der Lösung mit Glucose 
(wieder 1:1,9). 

Bei Mangel an Kohlehydraten oder bei künstlicher Beseitigung 
der vorrätigen Kohlehydrate durch Entfernung des Endosperms wird 
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bei Keimlingen, die reich an vorrätigen stickstofffreien Verbindungen 
sind (Gramineen), infolge der Darreichung von Ammoniaksalzlösungen 
in den Geweben nicht nur Ammoniak gespeichert, sondern (bei großem 
Mangel an Kohlehydraten) das Asparagin zerlegt; dadurch werden 
diese Keimlinge von Pflanzen, die verhältnismäßig arm an Kohle- 
hydraten sind, genährt!). 

Umgekehrt kann man die Keimlinge, die arm an stickstofffreien 
Reservestoffen sind (Lupine), bei künstlicher Ernährung mit Kohle- 
hydraten (im Dunkeln) nicht nur zu einer geringeren Speicherung 
von Ammoniak in den Geweben veranlassen, sondern bei längerer 
Kultur dieser Keimlinge auch ihren Gehalt an Amiden (Asparagin) 
erhöhen und in dieser Hinsicht die genannten Pflanzen zu den Pflanzen 
der ersten Gruppe nähern. 


п. 

Um ein erschöpfendes und vollständiges Bild der betreffenden 
Synthese zu liefern, bleibt nur noch zu untersuchen, in welcher Form 
sich die stickstofffreien Stoffe mit dem Ammoniak bei der Bildung 
der Säureamide der Pflanzen vereinigen. 

О. Loew?) sprach in bezug auf das Asparagin im Jahre 1896 die Ver- 
mutung aus, daß die Synthese dieses Amids unmittelbar auf Kosten des 


Ammoniaks und der Glucose erfolgt, und stellte sogar die folgende Formel 
dieser Synthese auf: 
2NH, + С,Н,,О, + 6 O = C,H,N,0, + 2 СО, + 5 Н,О. 

In dieser Reaktion kann nur die Beteiligung des Sauerstoffs außer 
Zweifel gestellt werden. Noch im Jahre 1889 zeigte Palladin?), daß das 
Vorhandensein des Sauerstoffs bei der Bildung des Asparagins in den 
Pflanzen unbedingt nötig ist. Diese Tatsache wurde später von Godlewski, 
Susucki und Schulze bestätigt. Bei den Versuchen von Palladin entstanden 
in Abwesenheit von Luft Thyrosin und Leucin in den Keimlingen des 
Weizens, während bei Luftzutritt diese Aminosäuren verschwanden und 
durch Asparagin ersetzt wurden. Aus der Formel von Loew ist nicht zu 
ersehen, wann und was oxydiert wird. Diese Formel gibt keinen Auf- 
schluß, welche Produkte zuerst der Oxydation unterliegen; es ist nicht 
klar, ob anfänglich ein dem Glucosamin ähnliches Produkt der Wechsel- 
wirkung von Glucose und Ammoniak oxydiert wird, oder ob zuerst die 
Oxydation von Glucose stattfindet und später erst ihre Oxydationsprodukte 
mit Ammoniak reagieren, so daß je nach den Bedingungen ein bestimmtes 


1) р. №. Prianischnikow, Aufsatz in der Jubiläumsfestschrift zu Ehren 
К. A. Timiriasjeff; auch in IX und X der Berichte des agrikultur-chemi- 
schen Laboratoriums des Moskauer Landwirtschaftl. Institute. 

2) О. Loew, Chem.-Ztg. 20, 149, 1896. 

3) W. Palladin, Warschau 1883. Zwar sah Palladin damals das Aspa- 
гарїп als Produkt destruktiver Prozesse an, was jetzt nur für einen geringen 
Teil des in der Pflanze enthaltenen Asparagins wahrscheinlich ist, doch 
war die Notwendigkeit des Sauerstoffs für die Aufspeicherung des Aspa- 
ragins bereits damals erkannt worden. 


Biochemische Zeitschrift Band 137. 9 


18 А. I. Smirnow: 


Amid oder eine bestimmte Aminosäure entsteht. Doch fehlen experimen- 
telle Beweise für die Hypothese, daß die Synthese der Amide durch Oxy- 
dation des Produktes der Wechselwirkung zwischen Ammoniak und Glucose 
stattfindet. Für die zweite Hypothese, die über die Synthese der Amide 
aus Ammoniak und Kohlehydraten aufgestellt werden kann, nämlich daß 
bei der Amidbildung zuerst die Kohlehydrate oxydiert werden und erst 
später die Oxydationsprodukte der Kohlehydrate durch Wechselwirkung 
mit Ammoniak die Amide bilden, sprechen dagegen einige biochemische 
Beobachtungen. So kann 7. В. die A pfelsäure, die das Produkt der Oxy- 
dation von Glucose ist, als Ausgangsmaterial für Asparaginbildung in 
Betracht kommen. Die Teilnahme von Äpfel- und Bernsteinsäure in der 
Synthese dieses Amides ist durch die Ähnlichkeit, die in der Struktur dieser 
Säuren mit derjenigen des Endproduktes (Asparagin) besteht, zu erklären. 
Die ersten Vermutungen über den Anteil dieser Säuren an der Synthese 
des Asparagins wurden im Jahre 1886 von C.O. Müller!) ausgesprochen. 
Diese beiden Säuren kommen in den Pflanzen häufig vor; wie die For- 
schungen von Puriewitsch ergeben haben, entsteht die Äpfelsäure aus der 
Glucose 3). | 

Bei der Erforschung der Synthese der pflanzlichen Säuresamide auf 
Kosten des Ammoniaks und der stickstofffreien Verbindungen müssen 
zwei Phasen unterschieden werden. Erstens die Art der Entstehung der 
Amide und zweitens der Aminogruppe, denn die pflanziichen Säureamide 
stellen Amide der Aminosäuren dar. Die Aufklärung dieser Synthese kann 
als erster Schritt zur Erforschung der Aminosäurensynthese angesehen 
werden, d. h. sie dient zur Lösung eines allgemeinen Problems über die 
Synthese der Eiweißkomponenten in den Pflanzen. Für die Amidogruppe 
nimmt man als einfachstes und wahrscheinlichstes an, daß sie durch Wasser- 
abspaltung aus einem Ammoniaksalz entstehen kann. 


R.COONH, — H,O = R.CONH, + H,O. 


Diese Reaktion ist analog der in der Leber stattfindenden Bildung 
von Harnstoff aus kohlensaurem Ammonium oder aus dem in den Blut- 
kreislauf eingeführten carbaminsaurem Ammon: 


NH,COONH, — H,O > NH, — CO — NH, 


Vermutlich verläuft die leichter vor sich gehende Reaktion der Ein- 
führung der Amidogruppe bei Aufnahme des überschüssigen Ammoniaks 
durch die Pflanze nicht parallel mit der Einführung der Aminogruppe, 
sondern etwas früher. Ein Hinweis darauf ist sowohl in dem Versuche 
von G. G. Ратош, bei der Ernährung des Mais mit äpfelsaurem Ammoniak, 
als auch in dem Versuch von J. Schulow zu finden, bei der Ernährung von 
Mais mit Asparagin?). In beiden Versuchen bildeten die Pflanzen eine 
derartige Menge Amidstickstoff, daß es unmöglich war, die Menge des 
Asparagins durch Verdoppelung der Menge des Amidstickstoffs (wie das 
sonst bei Versuchen in unserem Laboratorium üblich war) zu bestimmen. 
Bei solcher Berechnung des Asparaginstickstoffs war die Menge des Stick- 
stoffes im Eiweiß + Asparagin + Ammoniak größer als der Gehalt am 


1) Landwirtsch. Versuchsst. 88, 311, 1886. 

2) Ann. Agronom. 20, 146 u. 440, 1894. 

3) G. G. Ратош, Die Absorption des Stickstoffs durch die Pflanzen, 
8. 236—238, Moskau 1917; J.S.Schulow, Physiologische Forschungen, 
S. 150—156. Moskau 1913. 


Synthese der Säureamide in den Pflanzen. 19 


Gesamtstickstoff!). Außer dem Asparagin und Glutamin ist in den Pflanzen 
der Amidostickstoff in folgenden zwei Verbindungen bekannt: in Form 
von Alantoin (Glyoxyldiureid): 


NH-CH-NH-CO-NH, 
сос | 


NNH-CO 
Diese Verbindung kommt in den Pflanzen nur selten und dabei nur 


in geringen Mengen vor; dagegen tritt der Amidstickstoff in Form von 


Harnstoff (Carbamid) co<Ñ E nach den Untersuchungen von R. Fosse?) 
e 


im Pflanzenreiche oft vor, wenn auch nur in kleinen Mengen im Vergleich 
zu den Säureamiden. Diese beiden Amide können also kaum als die Ur- 
sachen der in den Versuchen von J. S. Schulow und G. G. Petrow beobachteten 
Widersprüche angesehen werden. Die Ursache der oben angegebenen 
Widersprüche könnte vielmehr in der nicht vollständig abgeschlossenen 
Bildung des Säureamides liegen. Dabei müssen wir uns den Verlauf der 
Synthese so vorstellen: die Säureamidebildung ist nur bis zum Amide der 
Äpfel- oder Bernsteinsäure vorgeschritten, welches Stadium zur Zeit 
der Analyse erreicht wurde. Weiter müßte also die letzte Phase der Syn- 
these eintreten, während welcher ein Wasserstoffatom (oder Hydroxyl) 
der mittleren Kohlenstoffatome durch die Aminogruppe ersetzt wird: 


COOH.CHOH.CH,COOH + NH, >COOH.CHOH.CH,COONH, 
— H,O > COOH.CHOH.CH,CHNH, 


OH 
| 
COOH.CHOH.CH,.CONH,+NH, > COOH.CH.CH,.CONH, 
| 
NH, 
H 
— H,O > COOH.C.CH,.CO.NH,. 
NR, 


Diese Hypothese über die Anlagerung der Aminogruppe kann 
man, auf Grund von Tatsachen, die aus der Tierphysiologie bekannt sind, 
als wahrscheinlich aufstellen. Solche Tatsachen wurden einerseits von 
Knoop und Kurtess bei Versuchen mit Tieren, die mit Oxy- und Keto- 
säuren gefüttert wurden, andererseits aber von Embden und Schmitz fest- 
gestellt?) Die letzteren Autoren stellten Versuche mit künstlicher Ein- 
führung von Ammoniumsalzen der Oxy- und Ketosäuren in den Blut- 
kreislauf der isolierten Leber eines Hundes an. Nach dem Füttern der Tiere 


1) In dem Versuch von G. G. Petrow betrug dieser Überschuß 13,19 mg, 
oder 6,7% des Gehaltes an Gesamtstickstoff; in dem Versuch von 
J. Schulow — 1,55 mg oder 0,027% des. Gehaltes an Gesamtstickstoff, 
wobei der Ammoniakstickstoff nicht berücksichtigt wurde und der von 
dern Gesamt-N subtrahierte Rest aus Asparagin- und Eiweiß-N bestand. 

2) В. Fosse, Ann. de Chem. 6, 197, 1916; A. Kiesel, Das Arginin und 
sein Ursprung in den Pflanzen, S. 113 ut Moskau 1916. 

3) F. Knoop, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 489, 1910; Knoop und 
Kurtess, ebendaselbst 71, 252, 1911; G. Embden und Е. Schmitz, diese 
Zeitschr. 29, 423, 1910 u. 88, 393, 1912; Kura Kondo, ebendaselbst 88, 
407; H.Fellner, ebendaselbst 88, 414. 
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mit Oxy- und Ketosäuren oder mit deren Derivaten gelingt es, in dem 
Urin dieser Tiere die entsprechenden Aminosäuren nachzuweisen. Es 
zeigte sich ebenfalls bei den Versuchen mit künstlicher Einführung von 
Ammoniumsalzen der Oxy- und Ketosäuren in den Blutkreislauf der 
Leber, daß diese Salze in entsprechende Aminosäuren verwandelt wurden. 
Dabei stellte es sich auch heraus, daß die Ketosäuren viel leichter und 
energischer in entsprechende Aminosäuren übergehen als die Oxysäuren. 
Dieses ist nach der Meinung der Verfasser daraus zu erklären, daß die Oxy- 
säuren nicht unmittelbar für die Bildung der Aminosäuren dienen können; 
sie müssen vorerst zu Ketosäuren oxydiert werden. So bilden z. В. die 
Derivate der Brenztraubensäure schneller und leichter das entsprechende 
Aminoderivat, als die Milchsäure. Dabei bemerkten Knoop und Kuriess, 
daß die Ketosäuren bei der Verwandlung in entsprechende Aminosäuren 
teilweise Oxysäure bilden und umgekehrt. Diese Umkehrbarkeit der chemi- 
schen Prozesse versuchen die Verfasser durch die Entstehung der hypo- 
NH, 


thetischen Oxyaminosäure R _6 —СООН zu erklären. Eine derartige 


| 
OH 


Verbindung, die sehr unbeständig ist, kann entweder aus der Amino- 
säure durch Hinzufügung eines Atoms Sauerstoffs, oder aus der Ketosäure 
durch Anlagerung von Ammoniak entstehen. Für sich allein kann diese 
Säure eine Amino- oder eine Oxysäure bilden, wenn Reduktionsprozesse 
dominieren; bei dieser Reduktion werden zwei Atome Wasserstoff ange- 
lagert. Wenn hingegen Oxydationsprozesse vorherrschen, so wird derjenige 
Kohlenstoffatom oxydiert, der mit der Aminogruppe verbunden ist; dabei 
entsteht eine Säure, deren Kohlenstoffgehalt (um ein Atom) geringer ist. 
Infolge des Oxydationsprozesses werden CO, und NH, ausgeschieden. 
= Dieser ganze Zyklus von Verwandlungen kann mit noch größerer 
Wahrscheinlichkeit auch im pflanzlichen Organismus stattfinden. Die 
Nachprüfung dieser Verhältnisse im pflanzlichen Organismus schien mir 
am einfachsten und für die Arbeiten unseres Laboratoriums am inter- 
essantesten durch Beobachtung der Synthese der pflanzlichen Säure- 
amide zu beginnen. Als Ausgangsmaterial für diese Synthese wurden die 
Ammoniumsalze der entsprechenden Oxy- und Ketosäuren genommen. 
Außer der Äpfelsäure, als Oxysäure, hatte ich bei der Synthese des Aspa- 
ragins auch die Bernsteinsäure angewandt, da die letztere häufig in den 
Pflanzen vorkommt und augenscheinlich leicht zur Äpfelsäure oxydiert 
wird, wie dieses auch nach den Beobachtungen von Battelli und Stern 
unter dem Einfluß des Ferments im Tiergewebe geschieht!). Die Oxal- 
essigsäure konnte ich bei meinen Versuchen aus dem Grunde nicht ver- 
wenden, weil ich zur Zeit der Versuchsanstellung kein Ausgangsmaterial 
für die Herstellung der Oxalessigsäure besaß. Außer Äpfel- und Bernstein- 
säure wurde auch die Asparaginsäure in den Kreis meiner Versuche hinein- 
gezogen. 


Die Geschwindigkeit, mit der die Asparaginbildung in verschie- 
denen Versuchen erfolgt, könnte uns einen Aufschluß auf die Frage 
geben, ob für die Hinzufügung der Amidgruppe eine früher substi- 
tuierte Aminogruppe nötig ist. Wenn dieses nicht der Fall wäre und 


1) Р. Batelli u. L. Stern, diese Zeitschr. 80, 172, 1911. 
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die entsprechenden Stickstoffgruppen unabhängig voneinander in das 
entstehende Asparaginmolekül eingefügt werden, so muß die Asparagin- 
synthese langsamer verlaufen. Mit anderen Worten handelt es sich 
darum, zu erfahren, ob die Synthese über die Asparaginsäure oder 
über das Amid der Äpfelsäure oder Oxalessigsäure geschieht. Nach 
dem Gesagten muß also der schnellere Verlauf der Asparaginbildung 
bei der Zuführung von Asparaginsäure als.Beweis dafür gelten, daß 
der Prozeß in der ersten Richtung verläuft. 


Versuch 5 wurde unter sterilen Bedingungen mit Mais (Nanerottolo) 
auf Mineralsalzen wie folgt ausgeführt: Die Nährlösung enthielt auf 3700 ccm 
(in jedem Gefäß) Flüssigkeit nachstehende Salze: 1. (МН.). SO, — 2,22 g; 
2. äpfelsaures Ammonium — 5,0758; 3. bernsteinsaures Ammonium 
— 4,5388 g. Der Salzgehalt wurde in jedem Gefäß so gewählt, daß in allen 
Gefäßen gleiche Stickstoffmengen vorhanden waren. Die Keimlinge ent- 
wickelten sich schwach und ungleichmäßig. Die Kulturen wurden während 
21 Tage fortgesetzt. Obwohl auch nach 21 Tage die Entwicklung der Keim- 
linge nur unbedeutend war, wollte ich dieselben nicht länger auf der Lösung 
lassen, da ich befürchtete, daß die stickstofffreien Reservestoffe für die 
Atmung verbraucht werden und daß ein Zerfall der gebildeten Amide 
eintreten könnte, wie das bei meinen Versuchen mit Gerste gewesen ist. 
Die Temperatur war während der Versuchszeit gleich 19,8 bis 21,3° С. 
Der Gesamtstickstoff wurde nach dem Verfahren von Kjeldal, der Eiweiß- 
stickstoff nach Bernstein bestimmt. Aus dem mit dem Waschwasser ver- 
einigten Filtrat wurde nach Zusatz von Magnesiumoxyd im Vakuum bei 
der Temperatur von 35 bis 40°C das Ammoniak abdestilliert. Die Destilla- 
tion wurde bis zur Trockenheit fortgesetzt und der Rest des Destillier- 
kolbens in Salzsäure gelöst. In dieser sauren Lösung wurde der Amidstick- 
stoff nach Sachsse bestimmt. Die Ergebnisse der Analysen zeigt die unten- 
stehende Tabelle. 


Tabelle V. 
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| О o mgl% mg |% | mg | № бош |% mg | © 
(NH), SO, SO Гоа 1001.00 | 888 зә oo баб SS 
Apfelsaures Ammo- | S 

nium. ... 286,9'2,70. 157,6 1,57 "55,4 10,52 | 11,1 0105' 52.8 0,505 
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Ammonium . . . '273,412,59| 173,8 1,64 44,2 042 0,9 0,09 |463 0,355 
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Die von uns En Vermutung über einen intensiveren 
Verlauf der Synthese der Amide und in dem vorliegenden besonderen 
Falle des Asparagins auf Kosten der von außen zugeführten Äpfel- 
und Bernsteinsäure oder, genauer ausgedrückt, ihrer Ammoniumsalze, 
war also experimentell bestätigt worden. Es könnte in bezug der Amid- 
stickstoffmenge eine Einwendung gemacht werden, daß der Grund 
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der Steigerung des Amidstickstoffgehaltes bei Ernährung mit äpfel- 
und bernsteinsaurem Ammonium in der stärkeren Absorption des 
Ammoniaks aus den organischen Salzen als aus dem Ammonium- 
sulfat liegt. Tatsächlich ist der Gesamtstickstoffgehalt bei der Er- 
nährung mit organischen Ammoniumsalzen höher als bei der Ernährung 
mit Ammoniumsulfat. Doch ist dieser Einwand leicht zu widerlegen. 
Vergleicht man, indem die Formen aller Stickstoffverbindungen in 
Prozenten des Gesamtstickstoffgehaltes ausgedrückt werden, die 
Energie der chemischen Verwandlungen des zugeführten Ammoniaks, 
so erhält man bereits einen bestimmteren Hinweis darauf, daß die 
Aufnahme der Bernstein- und Äpfelsäure eine intensivere Bildung 
des Amids (Asparagins) verursacht. 

















Tabelle VI. 
°/„ des Gesamtstickstoffs. 

Ammoniak in Form von | Eiweiß.N | Ammoniak-N | Asparagin-N | Aminosäure-N 
ra re en SS EE Kee E NEE — 
(МН,), 80, ...... | 66,62 4,19 13,34 15,85 

HCH,O,...... 58,42 3,87 19,30 18,41 
pie Ammoniak) | 
N «C,H, Be ze tan 





63,57 3,33 16,16 16,94 
(Bernsteinsaures Ammoniak) | 
| 


Auch die verhältnismäßige Verminderung des Ammoniakgehaltes 
in dem Gewebe zeugt für die intensivere Umwandlung des zugeführten 
Ammoniaks bei Gegenwart der angewandten organischen Säuren. 

Betrachtet man die Zahlenreihen für die Mengen des Rest- (amino- 
sauren) Stickstoffs in Tabelle V und VI, so bemerkt man, daß der 
Gehalt dieses Stickstoffs sich ebenso verändert wie der Asparagin- 
(Amid-) Stickstoffgehalt; dabei ist die größte Erhöhung des Stickstoff- 
gehaltes bei dem Vorhandensein der Äpfelsäure zu bemerken. Aus 
Tabelle V ist ersichtlich, daß der Gehalt des Eiweißstickstoffs in allen 
Kulturen gleich war. Aus diesem Grunde kann der größere Gehalt des 
Monoaminsäurestickstoffs- bei den Kulturen auf organischen Säuren nach 
der Theorie von Knoop-Embden durch die Synthese der Asparagin- 
säure erklärt werden. Die Synthese verlief in Gegenwart der Äpfelsäure 
schneller als bei dem Vorhandensein der Bernsteinsäure. Folglich ist 
die erstere für die betrachtete Synthese besser geeignet. Die von 
den Forschern auf dem Gebiete der Tierphysiologie ausgearbeitete 
Theorie der Bildung der Aminosäuren auf Kosten des Ammoniaks 
und der entsprechenden Oxy- und Ketonsäuren kann auch auf den 
Pflanzenorganismus angewandt werden — jedoch mit der Ergänzung, 
daß die Pflanzen, als stärker synthetisierende Organismen, fähig sind, 
die Aminosäuren und die Amide der Aminosäuren nicht nur auf Kosten 
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der entsprechenden Oxy- und Ketonsäuren in Gegenwart des Ammo- 
niaks, sondern auch auf Kosten derjenigen organischen Säuren zu 
bilden, die eine ihnen gleich lange Kohlenstoffkette besitzen. 


Versuch 6 wurde, wie auch der fünfte, mit Mais (,, Besentschukscher‘‘) 
ausgeführt. Um in den Keimlingen eine größere Aufspeicherung des Ammo- 
niaks und der organischen Säuren zu erzielen und damit eine intensivere 
Bildung des Asparagins hervorzurufen, wurde beabsichtigt, die Versuchs- 
dauer möglichst zu verlängern. Zu diesem Zwecke wurde in jedes Gefäß 
außer einer vollständigen Nährsalzlösung noch 3% Saccharose beigefügt. 
Auf jede 3700 com der Lösung wurden folgende Mengen von Salzen gegeben: 
КН,РО, — 0,5032g; КС — 0,2775g; MgSO, + 7H,O — 0,1287 в; 
Fe,(SO,); — 0,0307 g; CaSO,.2 H,O — 2,8929 в und 1118 Saccharose. 
Die Gefäße wurden nach den verschiedenen Stickstoffquellen unterschieden: 
1. schwefelsaures Ammonium; 2. äpfelsaures Ammonium (МН,С,Н,О,); ` 
3. bernsteinsaures Ammonium (NH,C,H,O,); 4. asparaginsaures Am- 
monium (NH,C,H,NO,). 

Ammoniumsulfat wurde in einer Menge von 0,05%, gegeben; andere 
stickstoffhaltige Salze wurden nach ihrem Stickstoffgehalt berechnet und 
in die übrigen Gefäße verteilt. Dadurch wurde mit dem asparaginsauren 
Ammonium, das die Hälfte seines Stickstoffes am Kohlenstoff gebunden 
hat, im Vergleich mit anderen Stickstoffquellen nur die halbe Menge von 
Ammoniak gegeben. Da in dem vorigen Versuch ein Hinweis darauf vor- 
handen war, daß die Bildung des Asparagins auf dem Wege über die Авра- 
raginsäure geschieht, so wurde zwecks Nachprüfung dieser Beobachtung 
eine Kultur mit asparaginsaurem Ammoniak aufgestellt. Da das asparagin- 
saure Ammoniak die letzte Stufe in dem Prozeß der Asparaginbildung 
darstellt, so müßte es den Amidstickstoffgehalt in den Pflanzenkeimlingen 
am meisten erhöhen. Es gelang nicht, die Kultur, wie ursprünglich beab- 
sichtigt wurde, längere Zeit durchzuführen. Der Versuch mußte plötzlich 
unterbrochen werden, um der Veränderung der Lösung infolge einer fest- 
gestellten Infektion zuvorzukommen. Einige Samen (3 bis 4 von 100 im 
Gefäß) keimten erst 2 Wochen nach der Aussaat, und gleichzeitig bei ihrer 
Keimung zeigte sich auch der Pilz, welcher die Infektion hervorrief!). 

Ungeachtet der kurzen Versuchsdauer der Kulturen (2 Wochen) waren 
die Entwicklung der Keimlinge und die erfolgte Aufnahme der Ammoniak- 
salze bedeutend größer, als im fünften Versuch. Die Ergebnisse der Мев- 
sungen und Gewichtebestimmungen der Keimlinge. sind in Tabelle УП 
enthalten. 


Durch Hinzufügung des Zuckers zu der Nährlösung wurde eine 
Änderung der Stickstoffverteilung in den einzelnen Gruppen hervor- 
gerufen, indem der Eiweißstickstoffgehalt im Vergleich mit dem Gesamt- 
stickstoffgehalt vergrößert und der Gehalt an aminosaurem Stickstoff 
vermindert wurde. Die absoluten Zahlen sind ebenfalls, infolge einer 


1) Das Gefäß, welches äpfelsaures Ammoniak enthielt, mußte bei dem 
Versuch völlig ausgeschlossen werden, da in diesem Gefäß noch früher 
eine Infektion durch Penicillium und Bakterien bemerkt wurde, was als 
Hinweis auf den äußeren Ursprung der Infektion angesehen werden kann. 
(Die augenscheinliche Veranlassung der Infektion lag wohl an einer zer- 
sprungenen Röhre für Luftdurchsaugung.) 
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Tabelle VII. 


| | Bersteinsaurcs | As insaures ' 
Gemessene Größen (МН), 50, ' ето mmoniak Samen 
DICH NH, C HNO, 











Mittlere Länge des Stengels . 18,5em | 2122cm | 20,64 cm Ке 
„ der Wurzel. . 84 „ | 1295 „ 14,59 „ | — 
Gesamtlänge ........ | 26,9 „ , 3417 „ 35,22 „ | — 
Gewicht von 100 Stengeln . . 11643442 ' 16,2548 8 16,3603 = . 17.65 
e „ 100 Axialorganen 6,6776 ,, 8,0747 „ 7,515 „ — 

М ‚ 100 Endospermen | 8,7568 „, — 





8,1801 „ | 88453, | 





Erhöhung des Stickstoffgehalts 
in 100 Keimlingen im Ver- 
gleich mit dem Samen. . . | 90,7 mg 


і 


| 1196 mg | 122 5 mg | = 


stärkeren Aufnahme des Ammoniaks durch die Keimlinge und eines 
an Stickstoff reicheren Saatmaterials, bedeutend höhere. Das Schema 
der Analyse blieb dasselbe wie auch in den vorigen Versuchen. 

Da die Aufnahme des Kohlehydrats aus der Lösung durch die 
Keimlinge eine im Vergleich mit dem gewöhnlichen Verlauf der Synthese 
im Dunkeln intensivere Synthese des Eiweißes hervorrief, so wurde 
die Wirkung der Asparaginsäure geschwächt. Am stärksten wurde 
das Kohlehydrat gerade aus der Lösung mit asparaginsaurem Ammo- 
niak aufgenommen. 





Tabelle VIII. 
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(NH), SO, de Ae г 
МН. СН, (bemn- | 
steins .Ammoniak) 0,56: 39,63 0,24 
N H,C, H, N O, (азра- | | 
ragins. Ammoniak) 1470,9 2,88 330,2 2,00 21,51 0,12 |78,0 0,48 |30,99 0,19 
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Vergleicht man nach Tabelle VII die Gewichte der zurückgeblie- 
benen Endospermen und der Axialorgane, so ist zu bemerken, daß die 
Axialorgane auf der Lösung mit asparaginsaurem Ammoniak, bei 
geringerem Verbrauch der in den Eindospermen aufgespeicherten 
Reservestoffe (besonders der Kohlehydrate), ein höheres Gewicht 
zeigten, als die auf der Lösung des schwefelsauren Ammoniaks ge- 
wachsenen. Die durch bernsteinsaures Ammoniak ernährten Axial- 
organe wogen mehr als die Organe, welche durch asparaginsaures N 
ernährt wurden; doch war dafür auch im ersten Falle der Verbrauch 
der aufgespeicherten Kohlehydrate höher. Im Zusammenhang mit 
der stärkeren Absorption der Kohlehydrate aus der Lösung mit aspa- 





408,02,88 317,08 1,05 19,75 0,12 | 91,52 
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raginsaurem Ammoniak war auch die Bildung des Eiweißes auf dieser 
Lösung stärker. Die intensivere Synthese des Eiweißes!) verursachte 
auch einen stärkeren Verbrauch der Asparaginsäure als solche oder 
in Form ihres Amids. 

Drückt man die Größen der Tabelle VIII in Prozenten des Gesamt- 
stickstoffs der Pflanzenkeimlinge der betreffenden Lösungen aus, so 
erhält man Zahlen, die für den Asparagin- und Ammoniakstickstoff 
mit den im vorigen Versuche gewonnenen Zahlen übereinstimmen. 


Tabelle IX. 





Ammoniak in Form von 


Eiweiß-N | Ammoniak-N | Asparagin-N | Aminos. N 





















Е. О аа 66,79 4,4 15,10 13,67 
Bernsteinsaures Ammoniak . . | 67,75 19,52 8,47 
Asparaginsaures Ammoniak. . || 70,25 17,6 6,59 


Die erhöhte Aufnahme des Stickstoffs durch die Keimlinge ver- 
größerte zwar die absolute Menge an Asparagin- und Ammoniak- 
stickstoff, veränderte jedoch das Verhältnis der letzteren zum Gesamt- 
stickstoffgehalt nicht. 

Die Untersuchung des Verlaufes des letzten Stadiums der Synthese 
nämlich, der Säureamide in den Pflanzen, d.h. ob zuerst die Bildung der 
Amin- oder die der Amidgruppe vor sich geht, kann also erst durch 
weitere Versuche aufgeklärt werden. Die Ergebnisse des ersten Versuches 
sprachen scheinbar für die nach der Entstehung der Aminosäure er- 
folgende Bildung des Amids. Doch würde sich eine solche Behauptung 
als eine voreilige erweisen. Der Versuch mit der Asparaginsäure be- 
kräftigte meine Vermutung betreffs der Reihenfolge der Einführung 
der Stickstoffgruppen bei der Synthese des Asparagins nicht. Nichts- 
destoweniger wird die Wahrscheinlichkeit dieser meiner Vermutung 
durch den letzten Versuch keineswegs wiederlegt, denn das Ausbleiben 
der intensiveren Aufspeicherung des Asparagins bei der Ernährung 
durch Asparaginsäure kann auch durch den hohen Verbrauch sowohl der 
Säure, als auch ihres Amids für die Bildung des Eiweißes erklärt werden. 

Eine vollständige Klärung dieser Frage muß durch den Versuch 
der Ernährung der Pflanzen mit Asparaginsäure bei Fehlen der 
Kohlehydrate erzielt werden, da die letzteren gewöhnlich eine Erhöhung 
der Energie der Eiweißbildung bewirken. | 


1) Wie energisch die Synthese des Eiweißes in diesen Pflanzenkeim- 
lingen verlief, ist daraus zu ersehen, daß der Eiweißstickstoffgehalt der 
Keimlinge bereits den der Samen übertraf, bevor noch das Gewicht der 
Keimlinge dasjenige des Samens erreichte. Gewöhnlich jedoch tritt eine 
Erhöhung des Eiweißstickstoffgehalts der Keimlinge im Vergleich mit den 
Samen erst ein, nachdem das Gewicht der Keimlinge das Gewicht der 
Samen um ein Bedeutendes übertrifft. 
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Die Frage nach der Teilnahme der Äpfel- und Bernsteinsäure an 
der betrachteten Synthese muß, unabhängig von der Reihenfolge der 
Substitution der Stickstoffgruppen in diesen Säuren in Übereinstimmung 
mit den früher ausgesprochenen theoretischen Hypothesen, für die 
ausgeführten Versuche bejahend beantwortet werden. 


Zusammenfassung. 

Etiolierte Pflanzenkeimlinge, die aus Samen mit hohem Gehalt 
an Reservekohlehydraten (Gerstensamen) erhalten werden, zeichnen sich 
durch sehr energische Assimilation des Ammoniakstickstoffs aus, wobei 
sich diese Assimilation durch Erhöhung der Asparaginbildung (Zu- 
nahme des Amidstickstoffgehaltes) kennzeichnet. Am intensivsten 
verläuft die Assimilation des Ammoniakstickstoffs aus der Nährlösung 
in den Keimlingen während der ersten Tage. Mit dem Alter wird die 
Absorption des Ammoniakstickstoffs infolge des Verbrauches der 
Kohlehydrate durch die Atmung der Keimlinge immer schwächer und 
kann vollkommen eingestellt werden, wenn der Verbrauch an Kohle- 
hydraten eine bestimmte Grenze überschreitet. 

Die Calciumsalze bleiben nicht ohne Einfluß auf die Assimilation 
des Ammoniakstickstoffs. Sie begünstigen in den ersten Stadien die 
Asparaginbildung und steigern später beim eintretenden Mangel an 
Kohlehydraten die Unfähigkeit der Assimilation des Ammoniaks. 
Auch beim Eiweißzerfall üben die Calciumsalze einen bestimmten 
Einfluß aus, indem sie diesen Prozeß bedeutend fördern. 

Die Aufnahme des Ammoniakstickstoffs durch die Pflanzen- 
keimlinge und die Aufspeicherung des Ammoniakstickstoffs stehen im 
umgekehrten Verhältnis zueinander und es existiert ein kausaler Zu- 
sammenhang mit dem Verbrauch an Kohlehydraten. Man kann den 
folgenden Satz aufstellen: Die hungernden Keimlinge (der Gerste) 
verhalten sich zu den Ammoniumsalzen wie die an Kohlehydraien arme 
Lupine. | 

Bei der Ernährung mit Glucose (unter sterilen Bedingungen) 
nehmen die etiolierten Keimlinge der an Reservekohlehydraten armen 
Samen der Lupine bedeutende Ammoniakmengen auf; doch enthielten 
die Gewebe dieser Pflanzen bedeutend weniger Ammoniakstickstoff 
als die Keimlinge, die nur durch Minerallösung ernährt wurden. In 
älteren (18tägigen) Keimlingen, die durch Ammoniakstickstoff und 
Glucose ernährt wurden, konnte ein höherer Asparaginstickstoffgehalt bei 
geringerer Aufspeicherung des Ammoniaks im Pflanzengewebe beobachtet 
werden als bei gleichaltrigen Pflanzen, die durch Ammontakstickstoff 
ernährt wurden, jedoch keine Glucose erhielten. Außerdem machte sich 
der Einfluß der Ernährung dürch Glucose noch dadurch bemerkbar, 
daß der Eiweißstickstoffgehalt in Pflanzen, welche Glucose erhielten, 
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höher war als bei Keimlingen, die ausschließlich durch Minerallösung 
ernährt wurden. In jungen (Z3tägigen) Pflanzenkeimlingen wurde ` 
auch der Gehalt an Aminosäuren durch Zuführung von Glucose erhöht. 
Mit steigendem Alter der Keimlinge wurde im Gehalt an Aminosäuren 
auf Kosten der Regenerierung das Eiweiß verringert. Charakteristisch 
ist das Verhältnis des Asparaginstickstoffs zu dem Ammoniakstickstoff. 
Dieses Verhältnis ist bei der Ernährung der Keimlinge durch Ammoniak 
und Glucose fast zweimal so groß als bei ausschließlicher Zuführung 
von Ammoniak. 

Durch die ausgeführten Versuche wird die Abhängigkeit des 
Stickstoffwechsels bei höheren Pflanzen von den Mengen der in ihnen 
vorhandenen Kohlehydraten bestätigt. Die grundlegenden Prozesse 
des allgemeinen Stoffwechsels sind in gewisser Weise miteinander 
verknüpft. Durch die Entziehung einer Möglichkeit der Synthese 
von Kohlehydraten wird in den Pflanzen sowohl ein Mangel an 
Atmungsstoffen, als auch Mangel an solchen Stoffen verursacht, die für 
die Synthese stickstoffhaltiger organischer Stoffe auf Kosten des von 
außen aufgenommenen unorganischen Stickstoffs unentbehrlich sind. 
Das verschiedene Verhalten der etiolierten Keimlinge höherer Pflanzen 
gegen Ernährung durch Ammoniak steht im kausalen Zusammenhang 
mit dem verschiedenen Gehalt an aufgespeicherten Kohlehydraten. Dieses 
Verhalten gegen das von außen zugeführte Ammoniak kann im 
beliebigen Sinne verändert werden, in dem man den Keimlingen 
künstlich Kohlehydrate zuführt oder umgekehrt dieselben entzieht. 

In Übereinstimmung mit mehrmals ausgesprochenen Hypothesen 
(C. O. Müller, E. Schulze, D. Prianischnikow) erscheinen die Äpfel- 
und Bernsteinsäure, wie die in sterilen Verhältnissen mit Keimlingen 
des Mais angestellten Versuche zeigen, als diejenigen Derivate der 
Kohlehydrate, auf deren Kosten bei Gegenwart von Ammoniakstickstoff 
das Asparaginmolekül in den Pflanzen entsteht. 


ПІ. 
Beilage. 
Die Methode der reinen Kultur höherer Pflanzen. 


Die hier beschriebene Methode der Züchtung höherer Pflanzen wurde 
im bakteriologischen Laboratorium von Prof. N. Chudiakow ausgearbeitet, 
dortselbst viele Jahre lang mit Erfolg angewandt und hauptsächlich durch 
а. а. Petrow!) vervollkommnet. Obwohl diese Methode der Züchtung 
höherer Pflanzen unter sterilen Bedingungen von dem letzteren bereits 


1) Ich ergreife die Gelegenheit um OG. G. Реітош meinen innigen Dank 
für die Mitteilung von Erfahrungen aus seiner umfassenden Praxis der 
Züchtung steriler Kulturen hiermit auszusprechen, was die erfolgreiche 
Ausführung der oben beschriebenen Versuche sehr gefördert hatte. 
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beschrieben wurde!), erachte ich es für nötig, die Beschreibung dieses Ver- 
fahrens, wie ев von mir angewendet wurde, zu geben, da in meinen 
Versuchen, die sich zwar an die @. С. Petrows anlehnen, aber andere Ziele 
verfolgten, das Verfahren in einzelnen Teilen von mir vereinfacht wurde. 
Der Grund, aus dem ich, ungeachtet der Kritik dieser Methode durch 
J. S. Schulow?), dieses Verfahren vor allen übrigen existierenden erwählte, 
war der, daß ich eine Massenzüchtung der Pflanzenkeimlinge vornehmen 
wollte (60 bis 100 Stück auf jeder Lösung), wozu sich alle übrigen be- 
kannten Methoden, wie die von J. S. Schulow, Mazé, Combes, Hutchinson 
und Miller?), welche für die Züchtung von 2 bis 3 Pflanzen in einem 
Gefäß berechnet sind, nicht eigneten. 

Als erste Manipulation bei der Ausführung der Versuche der atarien 
Kulturen höherer Pflanzen wurde die Prüfung auf Reinheit des Samens 
und die Bestimmung der Wirkungsdauer der sterilisierten Lösung vor- 
genommen. 

Für die versuchsweise vorgenommene Sterilisierung wurden zwei 
Samenportionen ausgewählt: die eine für die Prüfung der Reinheit der 
Samen und die andere für die Bestimmung des Einflusses der Sterilisierung 
auf die Keimfähigkeit derselben. Die Samen wurden nach Form und Größe 
möglichst gleich gewählt, außerdem wurde besonders auf die Unverletztheit 
der Samenschale geachtet. Alle Samen, deren Schalen Risse, Schrammen 
oder andere Verletzungen zeigten, wurden ausgeschlossen. Bei den Samen 
der Lupine mußten die Samennahtstiele durch ein scharfes Skalpell gereinigt 
werden; auch die geringste Verunreinigung an dieser Stelle verhinderte 
eine vollständige Sterilisierung durch die Bromlösung. Die mit möglichster 
Sorgfalt ausgewählten Samen wurden in der auf Abb. 1 abgebildeten kleinen 
Vorrichtung sterilisiert. Diese Vorrichtung, die unter dem Namen Samen- 
sterilisator bekannt ist, wurde in etwas anderer Gestalt bereits von W. But- 
kewitsch, G. G. Petrow und J. Schulow beschrieben 4). 

Die Zusammenstellung der einzelnen Bestandteile der Vorrichtung 
geschah folgendermaßen: Zuerst wurden möglichst dünne Glasröhren а 
und b hergestellt. Die Biegung der beiden Röhren war ungefähr gleich. 
In 2 bis 3cm Abstand von dem Ende des kürzeren Teiles der Röhre wurde 
über einer Gasflamme eine schwache Einschnürung erzeugt. Die Enden 
dieses Teiles der Röhren wurden zugeschmolzen, nachdem in den Raum 
zwischen den ausgezogenen Stellen und den Enden dieses Teiles Watte 
eingeführt wurde, für den Fall, daß bei der Sterilisierung dieser Vorrichtung 
an dem abgeschmolzenen Ende Sprünge entständen. Jede dieser Röhren 
wurde (eng anliegend) durch eine dünne Watteschicht umhüllt, welche 


1) Berichte des Moskauer Landwirtsch. Instituts, Moskau 1911. 

2) J. S. Schulow, Aus dem Gebiet der Physiologie der Pflanzen- 
ernährung. Moskau 1913. — Die Kritik J. S. Schulows wendet sich gegen 
die Züchtung höherer Pflanzen im Licht, eine Kritik, der man in vielen Be- 
ziehungen beipflichten kann. Was jedoch die Züchtung der Pflanzen im 
Dunklen anbetrifft, so erscheint diese Kritik des Verfahrens ©. ©. Petrows 
kaum stichhaltig. 

8) J. S. Schulow, 1. с.; Mazé, Ann. de l’Instit. Pasteur 1900—1914; 
Combes, C.r. 154, 891, 1912; Hutchinson and Miller, Zentralbl. f. Bakt. 
II. Abt., 80, 573, 1911. 

4) И’. Butkewitsch, Die regressive Metamorphose der Eiweißstoffe. 
Moskau 1904; G.G. Petrow, 1. c.; J. Schulow, |. с. 
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fast von der Stelle der Biegung bis zu dem unteren Ende (etwa in einer 
Entfernung von 1 bis 1% cm von demselben) reichte. Dann wurden die 
beiden zusammengelegten Röhren mit einer Watteschicht von solcher 
Breite umwickelt, daß dieselben dicht in die Glasröhre c hineingeschoben 
werden konnten. Nachdem die dünnen Röhren auf einem Woattestöpsel 
in dem Zylinder c hineingeschoben waren, wurde die obere Hälfte dieses 
Zylinders und die aus ihm herausragenden Röhren a und b bis zu der 
Biegung mit einer gemeinsamen Watteschicht umwickelt. 

Auf das freie untere Ende des Glaszylinders с wurde eine dieckwandige 
Kautschukröhre d aufgesetzt, die, wie dieses auf der Zeichnung abgebildet 
ist, mit einer breiten zylindrischen Röhre (welche weiter sich in eine Kugel e 
ausbreitet) verbunden war. Eine andere breite Röhre g, die der Glaskugel 
am entgegenliegenden Ende angesetzt ist, wurde mit einem Wattepfropfen 
verschlossen. Auf den unteren schmalen Tubus der Glaskugel e wurde ein 
Gummischlauch befestigt, welcher an seinem unteren Ende mit einem 
Glasröhrchen verbunden war; durch diesen Gummischlauch wurde die 
sterilisierende Flüssigkeit sowie das Waschwasser аЪре]азвеп. Das mit 
einer Watteschicht umwickelte Ende der Röhre f wurde in ein Reagenz- 
glas eingesetzt (wie dies auf Abb. 5 abgebildet ist). Die Watte wurde an 
allen Stellen, in denen sie aus den Gefäßen herausragte, mit Pergament- 
papier bedeckt, um während der Sterilisierung nicht befeuchtet zu werden. 
Die so zusammengestellte Vorrichtung wurde bei 120°C 30 Minuten lang 
im Autoklaven sterilisiertt. Um eine Lockerung der Gummiverbindungen 
während der Sterilisierung zu verhindern, waren alle Verbindungsstellen 
mit Draht befestigt. Die benutzten Kupferdrähte wurden vor dem 
Gebrauch ausgeglüht, um eine höhere Elastizität derselben zu erzielen. 

Zur Prüfung der zu benutzenden Samen auf ihre Keimfreiheit wurden 
dieselben in eine Nährbouillon gebracht, die 1% Glucose und № % Aspa- 
ragin enthielt und durch Sodazusatz neutralisiert war. (Die Neutralisation 
wurde mit Lackmuspapier geprüft.) Die Bouillonkolben wurden, wie Abb. 2 
zeigt, zusammengesetzt und ebenfalls im Autoklaven während 30 Minuten 
bei 120° С sterilisiert. Als sterilisierende Flüssigkeit diente eine 1рго2. Brom- 
lösung (1 ccm Brom auf 300 ccm destillierten Wassers). Die vor der Sterili- 
sierung hergestellte Bromlösung befand sich in einem großen (5 Liter) 
Glasgefäß, welches durch einen gut eingeschliffenen Glasstöpsel dicht ge- 
schlossen war. Während der Sterilisierung wurde der Glasstöpsel durch 
einen gewöhnlichen paraffinierten und dicht anschließenden Korken ersetzt; 
derselbe war mit zwei kleinen Röhren versehen, deren eine zum Ablassen 
der Lösung bestimmt war, während die andere, nicht luftdichte, zwei kugel- 
förmige mit Wasser gefüllte Erweiterungen besaß, die dem Auffangen der 
Bromdämpfe dienten. Die Sterilisierung des destillierten Wassers, welches 
für die Waschung der Samen verwendet wurde, geschah im Kolben (3 Liter), 
der mit einem Wattebausch verschlossen waren, durch welchen, bis zu dem 
Boden des Kolbens eine Glasröhre eingeführt, deren äußeres Ende mit 
einem langen Kautschukschlauch versehen war. An letzteren war eine 
Klemmschraube befestigt und sein Ende wurde vor der Sterilisierung in 
ein mit einem Woattebausch geschlossenes Resgenzglas gebracht. Das 
Wasser wurde 14, Stunden lang bei 120° С im Autoklaven sterilisiert. 

Die Sterilisierung der Samen geschah folgendermaßen: Eine bestimmte 
Anzahl ausgewählter Samen wurde in einen kleinen konischen Kolben 
hineingebracht und eine geringe Menge Seifenpulver und gewöhnliches 
destilliertes Wasser hinzugefügt. Der kleine Kolben wurde durch ein Stück- 
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chen Gaze verschlossen und einige Male energisch geschüttelt. Darauf 
wurde das Seifenwasser durch die Gaze abgegossen. Zuletzt wurden die 
Samen nacheinander, je einmal mit reinem Wasser, Spiritus und Äther 
gewaschen. Jede dieser Flüssigkeit wurde durch ein anderes Stück Gaze 
abgegossen. Nach dieser vorbereitenden Waschung der Samen, die zum 
Zwecke der Entfernung des Fettes von deren Oberfläche vorgenommen 
worden war, führte man die Samen durch das bis dahin mit Watte (Abb. 1) 
verschlossene Ende g der Kugelröhre in einen Samensterilisator ein. Nach- 
dem alle Samen auf diese Weise in den Apparat eingeführt waren, wurde 
auf dieselbe Röhre g der Kautschukschlauch des Kolbens mit Bcuillon 
(Abb. 2) aufgesetzt. Selbstverständlich wurde vor der Entfernung des 
Wattebausches aus diesem kleinen Kolben der Gummischlauch mit einer 
Klemmschraube versehen. Unmittelbar danach wurden die Röhren a und b 
des Samensterilisators durch Schläuche 
mit den Kolben verbunden, welche das 
sterilisierte Wasser und die Bromlösung 
zuführen. Zu diesem Zwecke wurde die 
Röhre а und 6 an den ausgezogenen 
Stellen mit einer Feile angeritzt und diese 
Stelle durch eine Gasflamme erwärmt. 
Danach wurden die Enden der Röhren 
an den Einschnittstellen abgebrochen und 
auf die noch heißen Gasröhren wurden 
die Schlauchverbindungen zu 
dem Wasser und der Brom- 
lösung aufgesetzt. Die Brom- 
lösung ließ man 40 bis 45 Min. 
einwirken und wechselte die- 
selbe einige Male (6- bis 8mal), 
wobei die Bromlösung durch 
einen Tubus des Samensteri- 
lisators und eine in еше Al- 
kalilösung mündende Röhre f 
abgelassen wurde In dem 

= Augenblick, in welchem die 
Abb. 1. Abb. 2. Wirkung des Broms aufhörte, 
wurde die Glasröhre, durch 
die das Brom eingeführt worden war, aus dem Wattestöpsel, der den Zylinder с 
bedeckte, herausgezogen, wobei das äußere Ende des Wattestöpsels während 
dieser Manipulation mit der Hand zugedrückt wurde, um den durch die her- 
ausgezogene Röhre entstandenen Gang verschwinden zu lassen. Dann wurde 
das äußere Ende des Weattestöpsels fest mit einem Faden umwickelt. Die 
Waschwässer waren zuerst fünfmal nacheinander zugelassen worden (das 
zweite- und fünftemal wurde der Apparat bis zu dem Wattebausch voll- 
gefüllt. Die nächsten Waschwässer wurden 2- bis 3mal in Abständen von 
и Stunde und 3- bis 4mal von einer Stunde zugeführt, wonach die Waschung 
nach etwa 21, bis 3 Stunden fortgesetzt wurde. Bei jeder Waschung wurde 
das Wasser dreimal gewechselt. Die Nacht über blieben die Samen in einer 
geringen Menge Wassers liegen, damit ein Quellen derselben erzielt würde. 
Keimte der größere Teil der Samen, so wurden dieselben durch den Kaut- 
schukschlauch, welcher den Samensterilisator mit dem kleinen Kolben 
verband, in die Bouillon geschüttet. Der in Verbindung mit dem Samen- 
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sterilisator bleibende Kolben wurde in einen Thermostaten (bei 32 bis 34° С) 
eingesetzt. War in den Samen eine Infektion vorhanden, so zeigte sich dies 
am zweiten bis dritten Tage nach der Überführung der Samen in die 
Bouillon. 

Die andere Samenprobe wurde für die Prüfung der Wirkung des Broms 
auf die Keimfähigkeit benutzt. Es zeigte sich, daß die 40 bis 45 Minuten 
dauernde Wirkung einer (lproz.) Bromlösung auf die Lupinensamen und die 
13 bis 15 Minuten chemischer Einwirkung auf die Maissamen die Keim- 
fähigkeit keineswegs beeinträchtigte. In einigen Fällen wurde nach einer 
solehen Wirkung des Broms der Prozentsatz der keimenden Samen sogar 
erhöht. Nach der Sterilisierung und Waschung, die hier ebenso wie mit 
der ersten Probe vorgenommen wurden, | | 
schüttelte ich die Samen aus dem Samen- 
sterilisator und ließ sie, wie gewöhnlich, 
zwischen den Bogen des Filterpapiers keimen. 

Die Sterilisierung der Samen für die 
Kulturen wurde ebenso und in denselben |} 
Samensterilisatoren ausgeführt wie bei der 
Konttrollsterilisierung. Die Gefäße, in denen 
die Pflanzen gezogen wurden (Abb. 3), waren 
55 ста hoch; der innere Durchmesser der- 
selben betrug 19,5 em!). 

Die Gefäße hatten eine zylindrische 
Form (Abb. 3). In einiger Entfernung von 
dem Boden des Gefäßes (13 cm) befand sich 
eine ringförmige Vertiefung der zylindrischen 
Oberfläche des Gefäßes, in der die Ringe mit 
einem gespannten Netz angebracht waren. 
Zuerst wurden Glasringe gewählt,. doch 
nachdem dieselben nach jeder Sterilisierung 
sprangen, wurden sie durch verzinnte Kupfer- 
ringe ersetzt, die noch dazu oben mit einem 
ausgekochten Kautschukschlauch überzogen 
waren. Die Ringe waren nicht geschlossen, 
sondern die beiden Enden hatten einen Ab- 
stand von И bis % cm. Der obere Teil Abb. 3. 
der Gefäße besaß Erweiterungen, an denen 
auf Watte Scheiben aus Lindenholz angebracht waren, die als Deckel der 
Gefäße dienten (4). Jede Scheibe besaß drei, auf ein und demselben 
Durchmesser liegende Öffnungen. Die eine breite Öffnung befand sich im 
Mittelpunkt, die andere, ebenfalls breite, am Rande der Scheibe; die dritte 
Öffnung war schmal und befand sich, wie die zweite, an dem Rande der 
Scheibe, doch an der gegenüberliegenden Seite. In der Öffnung im Mittel- 
punkt wurde die Vorrichtung für die Verteilung der Samen (auch Samen- 
regulator genannt) angebracht. Dieser Teil des Gefäßes hatte eine zwei- 
fache Bestimmung. Erstens diente der Regulator zur Verteilung des Samens 
auf dem Netz, und zweitens diente der Regulator zur Einführung von 





!) Die Gefäße wurden von der Petersburger Firma Riting aus 
geblasenem feuerfestem Glase hergestellt. Alle Gefäße hielten die Sterili- 
sierung sehr gut aus. Nach vieler Sterilisierung waren die Gefäße keines- 
wegs angegriffen. 


32 А. Т. Smirnow: 


Lösungen, die gesondert von der gemeinsamen Nährlösung sterilisiert 
wurden. In den beschriebenen Versuchen wurde die Lösung (NH,)SO, 
besonders sterilisiert. Die für sich sterilisierten Lösungen befanden sich 
in einem Rundkolben, der, wie auf Abb. 5 gezeigt, konstruiert war, 
nur mit der Abweichung, daß die Röhre b durch den Mittelpunkt des 
Kautschukstöpsels hindurchging, wobei das ausgezogene Ende der Röhre 
den Boden des Kolbens berührte. Das freie Ende des mit der Glasröhre 
verbundenen Kautschukschlauches (b auf Abb. 5) war mit dem äußeren 
Ende des Samenregulators verbunden. Der kleine, mit einem bestimmten 
Volumen der zu verwendenden Lösung gefüllte Kolben wurde zusammen 

' mit dem für die Pflanzen 
bestimmten Gefäße steri- 
lisiert. 

Die Ammoniaksalze 
der organischen Säuren 
wurden in der Kälte 
sterilisiert. Zu diesem 
Zwecke wurdeeine Lösung 
von bestimmter Konzen- 
tration bereitet, welche 
sofort nach ihrer Herstel- 
lung durch eine Camber- 
lans-Kerze in einen bereit- 
gestellten _sterilisierten 
Rundkolben übergeführt 
wurde. Andem Halse des Kolbens war eine Marke angebracht, 
bis zu welcher der Kolben mit der durch die Kerze hindurch- 
filtrierten Lösung gefüllt wurde. Aus dem Kolben gelangte die 
Lösung auf sterilem Wege durch eine dünne Röhre, welche 
an dem Boden des Kolbens durch ein Kapillarrohr endigte, 
in ein sterilisiertes Vegetationsgefäß ; durch das Kapillarrohr 

Abb. 5. wurde die vollständige Überführung der Lösung aus dem 
Kolben in das Gefäß ermöglicht (Abb. 4). 

Der Samenregulator stellte den kompliziertesten Teil des Deckels dar. 
Aus Abb. 5 ist die Konstruktion des Scharniers zu ersehen, welches dem 
Regulator ermöglichte, sowohl die Bewegung in vertikaler Richtung sus- 
zuführen, wie auch mit dem unteren Ende Kreise zu beschreiben. Der 
kurze Glaszylinder b wurde in einen dieckwandigen Kautschukschlauch с 
eingesetzt und der letztere auf die gleiche Art mit einem anderen dick- 
wandigen Kautschukschlauche, aber von größerem Durchmesser, verbunden. 
In das untere Ende der Röhre e wurde ein Glaszylinder d, dessen Durch- 
messer größer als der des ersten war, eingesetzt!). Durch dieses System 
von Glas- und Kautschukröhren ging eine schmale Glasröhre a, deren 
zurückgebogenes und etwas ausgestrecktes untere Ende das Netz berührte 
(Abb. 3 und 5). Die Röhre a war nach Befestigung der Scharniere an der 
Öffnung im Mittelpunkt der Scheibe eingesetzt worden. Das Scharnier 
wurde auf Watte an der Scheibe befestigt. Auf die Öffnung im Mittel- 
punkt der Scheibe kam eine Watteschicht, durch die das Scharnier mit 
nach vorne gerichtetem schmalen (oberen) Ende eingeführt wurde. Die 
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1) Der Glaszylinder b war in Hinsicht seiner Höhe etwas breiter, als 
dies auf Abb. 5 abgebildet ist. 
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Watteschicht war dabei so breit, daß das Scharnier, nachdem es seiner 
ganzen nach bis zu dem Zylinder d vorgedrungen war, sich mög- 
lichst dicht der Öffnung einfügte. Befand sich das untere Ende des Zylin- 
ders d in einer Ebene mit der unteren Oberfläche der Scheibe, so konnte die 
Befestigung des Scharniers in der Öffnung noch dadurch verstärkt werden, 
daß de: ringförmige Zwischenraum, welcher aus der Oberfläche der Scheiben- 
öffnung und der Oberfläche des Scharniers entstand, mit einigen Watte- 
schichten vollkommen dicht gefüllt wurde. An der breiten seitlichen Öff- 
nung der Holzscheibe wurde ein Glaszylinder c befestigt, welcher der Über- 
führung der Samen aus dem Samensterilisator ins Gefäß (Abb. 3) diente. 
Auf diesen Zylinder wurde ein breiter, diekwandiger Kautschukschlauch 
gesetzt, welcher oben, vor der Sterilisierung des Gefäßes, durch eine Watte- 
schicht verschlossen worden war. Der Zylinder wurde ebenso wie das 
Scharnier in der Öffnung der Scheibe befestigt. In der dritten, schmalen 
Öffnung der Scheibe war, ebenfalls auf Watte, eine Glasröhre b befestigt, 
die zum Durchblasen der Luft diente (Abb. 3). Das äußere Ende dieser 
Röhre war umgebogen und durch einen Kautschukschlauch mit einem 
gewöhnlichen Bakterienfilter g verbunden worden. Nachdem alle Teile der 
Holzscheibe befestigt worden waren, setzte man die Scheibe selbst in den 
breiteren Oberteil des Gefäßes ein. Zu diesem Zwecke wurde ein lang und 
breit ausgeschnittener Weattestreifen (der Weattestreifen muß unbedingt 
der ganzen Länge nach gleich dick sein) um den Umfang der Scheibe ge- 
wickelt. Bei der Umwicklung derselben wurden 3 bis 4 cm der Enden des 
Wattestreifens aufeinander gelegt, doch so, daß die Watteschicht an dieser 
Stelle nicht dicker als an anderen Stellen war. 


Die mit Watte umgebene Scheibe wurde dicht in dem Oberteil des 
Gefäßes befestigt. Danach umwickelte man den oberen, breiten Rand 
des Gefäßes mit einer Watteschicht von solcher Breite, daß der obere Rand 
dieser Schicht die Oberfläche des Gefäßes um ungefähr 2cm bedecken 
konnte. Dann wurde das äußere gebogene Ende des Samenregulators 
mit dem Kolben, welcher die besonders sterilisierte Flüssigkeit enthielt, 
verbunden. Die gesamte Nährlösung befand sich in dem unteren Teil des 
Gefäßes (3700 вст), natürlich vor der Verschließung des Gefäßes durch 
die Scheibe. 

Die auf diese Weise zusammengestellten Gefäße wurden mit Pergament- 
papier bedeckt.und während 3 Tagen zwei Stunden täglich in dem Koch- 
schen Apparat sterilisiert. In die Gefäße waren, nach der Sterilisierung 
derselben, aus den mit dem Regulator verbundenen Kolben vermittelst 
der Luftpumpe die besonders sterilisierten Lösungen eingeführt worden. 
Nachdem die Lösungen aus den Kolben in das Gefäß übergeführt waren, 
wurden an dem Kautschuk, der die Kolben mit den Regulatoren verband, 
Klemmschrauben befestigt, und der Schlauch zwischen den Klemmmen 
und den Kolben mit einer Schere durchgeschnitten. 

Die Sterilisierung, Waschung der Samen und das Aussäen in die Gefäße 
wurde ebenso ausgeführt wie die Prüfungen auf die Reinheit und Keim- 
fähigkeit der Samen. Nachdem die Samen in das Gefäß auf das Netz ge- 
bracht waren (ungefähr 24 Stunden nach der Sterilisiertung der Samen), 
wurde der Kautschukschlauch, durch den sie ausgeschüttet worden waren, 
durch eine Klemmschraube verschlossen, der Samensterilisator weg- 
gestellt und das obere, jetzt freie Ende des Kautschukschlauches mit 
derselben Watteschicht zum Schutz vor Staub bedeckt, mit der es während 
der Sterilisierung der Gefäße geschlossen war. Die Samen wurden mög- 
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lichst regelmäßig auf das Netz durch den Regulator verteilt. Die Gefäße 
mit den Samen wurden dann in einem dunklen Zimmer aufbewahrt. Die 
Lüftung der Gefäße wurde jeden Tag vorgenommen. und zwar in allen 
Gefäßen, deren Filter paarweise durch dreiwegige Glasröhren verbunden 
waren, zu gleicher Zeit. In der ersten Zeit wurde die Lüftung 20 bis 30 
Minuten lang pro Tag ausgeführt, später, als sich 
das Wurzelsystem stärker entwickelte, wurde die 
Lüftungsdauer auf 60 bis 90 Minuten pro Tag erhöht. 
Die eingeblasene Luft passierte vorher eine Ätz- 
kelilösung und konzentrierte H,SO,. Vor der 
Entnahme der Kulturen wurden die Lösungen auf 
Sterilität geprüft. Zu diesem Zwecke zog man 
den oberen Teil der Röhre, welche zum Durch- 
blasen der Luft gedient hatte, in einer Gasflamme 
aus; nach dem Erkalten dieser Stelle wurde dort 
durch eine Feile ein Einschnitt angebracht und 
die wiederum erhitzte Röhre entzweigebrochen. 
Auf die heiße Röhre wurde der Kautschukschlauch 
Abb. 6. des Kolbens mit der vorher sterilisierten Bouillon 
(Abb. 6) aufgesetzt. Die Nährlösung (3 bis 4 ccm) 
wurde durch Absaugen aus dem Gefäße durch ein mit einer Wasser- 
strahlpumpe verbundenes Filter c in den Bouillonkolben übergeführt. 
Nach Überführung der Lösung wurde an der Kautschukröhre b eine Klemm- 
schraube befestigt; nachher wurde der Kautschukschlauch durchgeschnitten 
und der Kolben in einen Thermostaten bei einer Temperatur von 32 bis 34°C 
eingesetzt. Blieb die Lösung im Kolben nach 4 bis 5 Tagen rein, so diente 
dies als Beweis, daß die Kulturen bis zum Ende des Versuches die Sterilität 
bewahrt hatten. 








Die Salzhydrolyse der Stärke. II. 


Von 
W. Biedermann. 


(Aus dem Physiologischen Institut zu Jena.) 
(Eingegangen am 10. Februar 1923.) 


Die auffallende Tatsache, daß von den Bestandteilen eines Systems 
mit diastatischer Wirkung nur allein den anorganischen Salzen die 
Fähigkeit zukommt, an und für sich Stärke (Amylose) abzubauen, 
läßt es wünschenswert erscheinen, diesen Vorgang in seinen Einzel- 
heiten genauer kennenzulernen. Daß es sich nicht um eine reine Ionen- 
wirkung handelt, wie bei der Säurehydrolyse, ergibt sich unmittelbar 
aus dem Umstande, daß für das Zustandekommen des Erfolges die 
Mitwirkung des Sauerstoffs unerläßlich ist, und zwar in einem unver- 
gleichlich höheren: Maße, als wenn es sich um wirkliches Ferment 
handelt. Ich darf in dieser Beziehung auf meine in dieser Zeitschrift 
erschienene Arbeit „Über die Regeneration der Diastase und die Be- 
deutung des Sauerstoffs für dieselbe“ verweisen!). 

Aber auch die Konzentration der Lösungen, welche eine reine 
Salzhydrolyse ermöglichen, übertrifft die zur Aktivierung der salz- 
freien organischen Grundsubstanz einer Amylase nötigen Salzmengen 
immer ganz außerordentlich. In diesem letzteren Falle genügen Spuren, 
während anderenfalls auffallend hohe Konzentrationen angewendet 
werden müssen, wenn es unter sonst günstigen Bedingungen zu einer 
nicht allzu sehr verzögerten Hydrolyse kommen soll. Beiläufig bemerkt, 
liegt in diesem Umstande zugleich ein sehr schlagender Beweis dafür, 
daß es sich bei der Salzhydrolyse nicht um eine durch Fermentreste 
bewirkte ‚„Autolyse‘“‘ handeln kann; denn um solche zu aktivieren, 
wären unvergleichlich kleinere Salzmengen ausreichend gewesen. Der 
Unterschied ist so enorm, daß man füglich zweifeln köante, ob Salze 
wirklich ein unerläßliches Glied in der Reihe von Stoffən bilden, die 
eine Amylase zusammensetzen; denn um eine solche so weit salzfrei 
zu machen, daß sie vollkommen inaktiv wird, sind besondere Maß- 
nahmen erforderlich, da die gewöhnlichen Mittel (Dialyse) dazu kaum 


1) Diese Zeitschr. 129, 582, 1922. 
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ausreichen. Es ist dies ja auch der Grund, daß die maßgebende Be- 
deutung gewisser Salzionen für die Diastasen erst verhältnismäßig 
spät erkannt wurde. Wie geringfügig die Mengen von Salzen sind, 
die noch die Wirkung einer Amylase ermöglichen, zeigt sich am besten 
bei Versuchen mit hochverdünntem Speichel. Wenn ich 1 ccm meines 
äußerst wirksamen Speichels mit 3 Litern destillierten Wassers ver- 
dünne, so ist die diastatische Kraft der Lösung noch immer so groß, 
daß 10 ccm derselben 2 сст 1 рго2. Amylaselösung in etwa 40 Minuten 
bis zum Verschwinden der Jodreaktion umsetzen; dabei darf freilich 
nicht vergessen werden, daß ja auch in der Stärke selbst Salze ent- 
halten sind. Natürliche Stärkekörner liefern beim Verbrennen immer 
etwas Asche, die aus Erdphosphaten und aus Kieselsäure besteht). 
Samec?) hält es in Anlehung an Malfitano für wahrscheinlich, „daß 
in der natürlichen Stärke entweder ein Teil oder die ganze ‚Stärke‘- 
substanz als eine Vereinigung des Kohlehydrates mit H,PO, existiere, 
derart, daß letztere ihren sauren Charakter zum Teil behalten hat 
und der ganze Komplex durch ihre Vermittlung mit Kationen unter 
Salzbildung reagieren kann“. Der durch Wasser entfernbare Anteil 
von Kationen ist sehr klein, so daß der Hauptanteil derselben offenbar 
fester gebunden erscheint. Viel leichter lassen sich die Kationen durch 
Vorbehandlung mit starken Säuren entfernen, wobei die Phosphor- 
säure fast vollständig an die Stärke gebunden bleibt (Samec). Ich 
habe mich überzeugt, daß bei Herstellung einer ‚„Amylose‘“lösung 
in der von mir angegebenen Weise (Erhitzen auf 80° und Absetzen- 
lassen) in die klare Lösung so gut wie gar keine Salze übergehen, die, 
wie es scheint, fest an die Stromiata (das ‚Amylopektin‘‘) gebunden 
bleiben. Sie spielen also auch bei den oben erwähnten Versuchen 
keine Rolle. | 


Wenn daher auch minimale Salzmengen für das Zustandekommen 
einer Amylasewirkung genügen, so ist doch andererseits ebenso sicher, 
daß eine solche bei völliger Abwesenheit von geeigneten Salzen über- 
haupt nicht zustande kommen kann. Darin scheint mir aber der 
sicherste Hinweis darauf gegeben zu sein, daß trotz der enormen quanti- 
tativen Unterschiede zwischen der reinen Salzhydrolyse und einer 
typischen Amylasewirkung jene doch in einer direkten Beziehung zu 
dieser steht, gewissermaßen ein Teilglied derselben bildet, eine Kom- 
ponente, deren Bedeutung für das ganze System dadurch nicht ver- 
ringert wird, daß sie sich in demselben für gewöhnlich nur wenig be- 
merkbar macht. 


1) Handb. 4. biochem. Arbeitsmethoden, Abt. I, Chem. Methoden, 
T. V., Н. 1. Zemplen, Kohlehydrate, S. 334. 
2) Мах Samec, Kolloidchem. Beihefte 4, 1912. 
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Es ist von diesem Gesichtspunkt aus von Interesse, die Salzhydrolyse 
mit der Wirkung höchstverdünnter Lösungen einer an sich möglichst 
stark wirkenden Amylase zu vergleichen. Wie ich schon vor Jahren 
gezeigt habe, gelangt man bei Verwendung von Speichel schließlich 
zu Verdünnungsgraden, bei welchen eine immer gleiche Substratmenge 
auch unter sonst günstigsten Bedingungen ähnlich verzögert abgebaut 
wird, wie es für die Salzhydrolyse Regel ist. Die Geschwindigkeit 
der Umsetzung wird in jedem solchen Falle von zwei Faktoren bestimmt, 
der jeweils wirksamen Fermentmenge und der Menge vorhandener 
Amylose. Begrenzt man die Reaktionszeit durch das Verschwinden 
der Jodfärbung (den achromischen Punkt), so besteht!) die Beziehung, 
daß die Reaktionszeiten den wirkenden Fermentmengen umgekehrt pro- 
portional sind, während sie bei gleichbleibender Fermentmenge annähernd 
proportional mit der Konzentration des Substrais wachsen. Ich habe 
seinerzeit schon hervorgehoben, daß diese Gesetzmäßigkeiten nur 
dann deutlich hervortreten, wenn es sich um sehr stark verdünnte 
Fermentlösungen handelt, da sonst die Hydrolyse zu stürmisch erfolgt. 
Es war vorauszusehen, daß bei der Prüfung der Frage, ob ähnliche Be- 
ziehungen auch zwischen der Konzentration einer Salzlösung und der 
Abbaugeschwindigkeit einer gegebenen Amylosemenge bestehen, sich 
Schwierigkeiten der entgegengesetzten Art geltend machen würden, 
da derartige Versuchsreihen sich auch unter den günstigsten Um- 
ständen allzusehr in die Länge ziehen und die Reaktionszeiten hier 
nicht Minuten, sondern Stunden umfassen, so daß eine genügend 
scharfe Begrenzung des Momentes, wo die Lösung achromisch wird, 
kaum möglich erscheint. Auch kommt in Betracht, daß es unmöglich 
ist, die zu vergleichenden Einzelversuche wirklich vollkommen gleich- 
artig zu gestalten. Wenn dies auch bezüglich der Mengenverhältnisse 
der reagierenden Stoffe leicht gelingt, so läßt sich doch die Versorgung 
mit dem so notwendigen Sauerstoff nicht in gleicher Weise genau 
regulieren. Ich mußte mich daher begnügen, festzustellen, daß innerhalb 
gewisser Grenzen mit steigender Konzentration der Salzlösungen die Zeit bis 
zum Eintritt des achromischen Punktes in einem gleichbleibenden Volumen 
Amzyloselösung sich verkürzt, und zwar, soweit sich dies unter den ge- 
gebenen Verhältnissen beurteilen läßt, annähernd proportional. Nach 
oben hin ist solchen Versuchen dadurch ein Ziel gesetzt, daß über 
eine gewisse, für verschiedene Salze nicht identische Grenze der Kon- 
zentration hinaus die hydrolytische Wirkung wieder abnimmt und 
schließlich ganz aufhört. Es gibt also für jedes Salz in dieser Hinsicht 
ein Optimum der Konzentration. Nach unten macht sich dagegen 
sehr bald der Umstand unangenehm bemerkbar, daß die Reaktions- 


1) „„Fermentforschung‘“ 1, 1916, S. 397. 
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zeiten immer länger werden und damit natürlich auch die Unsicherheit 
zunimmt, ob man es dann überhaupt noch mit einer Salzhydrolyse 
zu tun hat. Um den Einfluß der Konzentration zu prüfen, erscheint 
es daher durchaus notwendig, möglichst stark wirkende Salze bzw. 
Salzmischungen zu verwenden. Am besten hat sich mir immer noch 
die seinerzeit empfohlene Phosphatmischung der folgenden Zusammen- 

setzung, aber von doppelter Konzentration bewährt. 

0,3g NaH,PO, 

Auf 50 сот Wasser: | 0,8g Ма, НРО, 

0,5 g NaCl 
Ich gebe im folgenden zunächst einige Versuchsbeipsiele: Es 
wurde ausschließlich Kartoffelstärke benutzt und zunächst eine 1l proz. 
Amyloselösung durch Erhitzen von lg Stärke mit 100 com Wasser 
auf 80° (im Wasserbade) und Absetzenlassen (unter Toluoldecke) her- 
gestellt. Da die Geschwindigkeit des Abbaues auch sehr wesentlich 
von der Amylosemenge abhängt und obige Lösung sehr reich an Amylose 
ist, so muß sie beträchtlich verdünnt werden. Ich fand es zweckmäßig, 
eine Mischung von gleichen Teilen der ursprünglichen Amyloselösung 
und der zu prüfenden Salzlösung als Stammlösung zu verwenden. 
Von dieser werden dann bei jedem Versuche Boom nochmals mit der 
gleichen Menge Salzlösung gemischt und dann behufs Sterilisierung 
aufgekocht; hierauf wird die Probe nach dem Abkühlen in einem vorher 
sorgfältig gereinigten Reagenzglase Lé Stunde lang kräftig mit Luft 
geschüttelt und in ein Wasserbad von 40° eingestellt; während der 
ganzen folgenden Versuchszeit wird dauernd ein durch Watte filtrierter 
Luftstrom aus einem Gasometer durch die Flüssigkeit geleitet. Von 
Zeit zu Zeit kontrolliert man den Fortgang der Hydrolyse durch die 
Tropfenprobe mit Jod. Zur Kontrolle wird gleichzeitig eine zweite 
Portion der aufgekochten Salz-Amylosemischung, aber nicht geschüttelt 
und ohne Luftdurchleitung in das Wasserbad eingestellt. Als dritte 
Probe werden 2 bis 3 ccm desselben ungeschüttelten Lösungsgemisches 
in dünner Schicht auf den Boden einer Glasdose ausgegossen, die dann 
gut verschlossen auf dem Wasserbade schwimmt. Diese letztere Probe 
soll dazu dienen, zu zeigen, daß nicht etwa die mechanische Wirkung 
des Schüttelns den Erfolg bedingt. Bei der Prüfung einfacher Salz- 
lösungen richtete ich mein Augenmerk hauptsächlich auf jene Salze, 
von denen es auf Grund früherer Erfahrungen!) bekannt war, daß 
sie kräftig aktivierend auf salzfreie Amylase wirken (Chloride, Bromide 
und Rhodanide). Die zunächst folgende Versuchsreihe mit Phosphat- 
mischung läßt sehr deutlich die mit der Konzentration annähernd 
proportional wachsende hydrolytische Wirkung erkennen. 


1) „Fermentforschung‘“, 4, 14. 
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Versuche mit Phosphatmischung. 


1. Unverdünnte Mischung obiger Zusammensetzung. 

al 5 ccm 1ргог. Amyloselösung + 5 сот Salzmischung, davon wieder 
5 сот + 5 ccm Salzmischung, gekocht, mit Luft geschüttelt, bei 40° (unter 
beständiger Luftdurchleitung). 

b) 3 ccm der gekochten, ungeschüttelten Amylose-Salzmischung in einer 
Glasdose ausgegossen, bei 40° gehalten. 

с) 10 ccm derselben Amylosesalzmischung (ungeschüttelt und ohne 
Luftdurchleitung) bei 40° gehalten. 

Nach 2%, Stunden reagiert а) achromisch, b) rotviolett, c) rein blau, 
b) wird erst nach im ganzen 3 Stunden achromisch; c) gibt auch noch 
am nächsten Tage blaue Jodreaktion. 

2. Phosphatmischung mit dem gleichen Volumen Wasser verdünnt, a) bis с) 
wie vorher. 

Nach 2 Stunden gibt a) rotviolette Jodprobe, b) blauviolett, c) rein 
blau. а) ist nach im ganzen 4% Stunden achromisch, b) nach 6 Stunden. 

_ 3. Phosphatmischung mit dem doppelten Volumen Wasser verdünnt, а) bis 

с) wie vorher. 

а) nach etwa 7 Stunden achromisch, b) nach 10 Stunden. 


Versuche mit einfachen Salzlösungen. 


Nachdem sich herausgestellt hatte, daß NaCl am besten in einer 
Konzentration von n/2 (etwa 3proz.) wirkt, wurden auch die anderen 
Salze in äquimolekularen Lösungen geprüft. Da Phosphatmischungen 
einfachen Salzlösungen unter allen Umständen in ihrer hydrolytischen 
Wirkung überlegen sind, so habe ich, um die Reaktionszeit nach Mög- 
lichkeit zu verkürzen, bisweilen zu stärkeren Verdünnungsgraden der 
Amyloselösungen, wie ich sie früher!) bei den „Autolyse“versuchen 
verwendete, meine Zuflucht genommen (1 сот 1proz. Amyloselösung 
auf 5ccm Salzlösung). Handelt es sich nur um den Nachweis der mit 
Jod noch färbbaren Spaltprodukte (nicht um Zuckernachweis), so 
darf man dies bei der großen Empfindlichkeit der Jodprobe ohne 
weiteres tun. Auch kommt es hier in noch erhöhtem Maße auf eine 
nach dem Schütteln während der Erwärmung fortgesetzte Luftdurch- 
leitung an. So günstig aber auch eine solche reichliche Sauerstoff- 
versorgung das rasche Fortschreiten der Hydrolyse beeinflußt, so ist 
diese doch keineswegs an ein solches Verfahren unbedingt gebunden, 
wie dies ja schon meine alten ‚Autolyse‘“‘versuche zeigen, bei welchen 
der in der Flüssigkeit absorbierte Sauerstoff genügte. Viel rascher 
kommt man freilich zum Ziele, wenn man, wie schon bemerkt, die 
Amylose-Salzmischungen in dünner Schicht auf den Boden einer 
Glasdose ausgießt, wo sie dann auf dem Wasserbade ruhig mit Luft 
in Berührung bleibt. Ich habe oft genug Fälle beobachtet, wo unter 
diesen Umständen die Hydrolyse sogar rascher verlief alsin den Schüttel- 


1) „Fermentforschung‘“‘ 4, 16. 
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proben. Handelt es sich um Zuckernachweis, so muß man aus später 
zu besprechenden Gründen konzentriertere Amyloselösungen be- 
nutzen (Salzlösung und Amylose zu gleichen Teilen); dann verzögert 
sich natürlich die Reaktionszeit sehr beträchtlich. 


Versuch mit n/2 NaCl (8 proz. Lösung). 


a) Gleiche Teile 1 proz. Kartoffelamylose- und Salzlösung werden 
gemischt und davon wieder 5 сот mit ebensoviel Salzlösung verdünnt, 
gekocht und nach dem Abkühlen У Stunde kräftig mit Luft geschüttelt. 
Hierauf wird im Wasserbad (40°) dauernd filtrierte Luft durchgeleitet. 

b) 3ccm derselben gekochten, ungeschütielten Amylose-Salzmischung 
in einer Glasdose ausgegossen und verschlossen bei 40° in dünner Schicht 
der Luft ausgesetzt. 

c) 10 ccm desselben Lösungsgemisches ungeschüttelt bei 40° gehalten (im 
verschlossenen Reagenzglas unter Toluoldecke). 

Schon nach 2 Stunden gibt a) rotviolette, b) rote Jodreaktion, nach 
weiteren 3 Stunden ist a) achromisch geworden, b) reagiert mit Jod noch 
rötlichgelb, c) auch noch am folgenden Tage blau. 


Versuch mit n/2 КСІ (8,7 proz. Lösung). 

&) bis c) wie im vorigen Versuch vorbereitet. Nach 2 Stunden gibt a) 
blauviolette, b) rotviolette Jodreaktion, nach weiteren 5 Stunden sind 
а) und b) achromisch, с) reagiert auch noch am nächsten Tage rein blau. 

Ganz ähnlich verliefen Versuche mit п/2 МаВг. Auch hier ging die 
Hydrolyse anfangs in der Glasdose rascher vor sich, indem nach 2 Stunden 
bereits rotviolette Jodreaktion eintrat, während die geschüttelten Proben 
al erst blauviolett reagierten, ein sehr klarer Beweis, daß es nur auf die 
Wechselwirkung mit dem Sauerstoff ankommt und nicht auf den mecha- 
nischen Einfluß des Schüttelns. Von den geprüften Salzen wirkt NaCl 
entschieden am besten, eine Tatsache, die noch deutlicher hervortritt, 
wenn man Versuche mit CaCl, oder BaCl, zum Vergleich heranzieht, 
deren hydrolytische Wirkung in äquimolekularer Lösung unter sonst 
gleichen Bedingungen eine ungleich längere Zeit in Anspruch nimmt. Es 
spielen demnach neben den Anionen auch die Kationen bei dem Vorgang 
eine wesentliche Rolle. Von den letzteren sind die Alkalimetalle den 
Erdmetallen, von den ersteren wieder das Chlor dem Brom überlegen. 

Die Tatsache, daß die Stärkehydrolyse durch Salzlösungen ihr 
Optimum erst bei auffallend hohen Konzentrationen erreicht, legt die 
Frage nahe, ob nicht etwa auch rein physikalische Einwirkungen der 
Salze auf die kolloidale Lösung mit ins Spiel komme. Handelt es sich 
doch bei den von mir immer benutzten Amyloselösungen trotz ihrer 
vollkommenen Durchsichtigkeit um ein zweiphasiges Hydrogel, indem 
die Substanz, welche sich den Stärkekörnern durch Wasser schon bei 
einer Temperatur von 80° größtenteils entziehen läßt, nicht eine wirk- 
liche kolloidale Lösung bildet, sondern in der Flüssigkeit nur im Zu- 
stande höchstgradiger Quellung enthalten ist, obschon die scheinbare 
Lösung auch bei Dunkelfeldbeleuchtung optisch leer erscheint!). Leider 


1) Pflügers Arch. 188, 1920. 
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sind unsere Kenntnisse über die physikalisch-chemische Einwirkung 
von Salzen auf Stärkelösungen noch ganz ungenügend, was zum 
guten Teil darauf zurückzuführen ist, daß man bisher nicht genügend 
auf die Zusammensetzung der Stärkekörner aus zwei bzw. drei in 
ihren Eigenschaften ganz verschiedenen Substanzen Rücksicht nahm. 
Dies liegt aber wieder daran, daß man es versäumte, die Quellungs- 
bzw. Lösungsvorgänge der Rohstärke an Hand der mikroskopisch 
nachweisbaren Veränderungen der Körner zu kontrollieren. In der 
eben erwähnten Arbeit habe ich gezeigt, daß jedes Stärkekorn aus 
mindestens zwei Stoffen besteht, einer in Wasser scheinbar löslichen 
Substanz, die schon beim Erhitzen auf 80° zum größten Teil extrahiert 
wird und sich mit Jod rein blau färbt (Maquennes ‚„Amylose‘‘) und 
einer sehr viel weniger quellbaren Stromasubstanz (Maquennes „Amylo- 
pektin“), welches, wenn völlig amylosefrei, sich mit Jod braun färbt 
und, wie Maquenne ganz richtig erkannte, allein die Ursache der Kleister- 
bildung ist. Es handelt sich aber nicht, wie dieser Forscher annahm, 
um eine Hülle aus Amylopektin und einen Inhalt aus Amylose, sondern 
beide Substanzen durchdringen sich in einem Stärkekorn auf das 
innigste, lassen sich aber, wie gesagt, durch vorsichtiges Erhitzen 
mit Wasser voneinander trennen, so daß nichts leichter ist, als ganz 
reine (amylopektinfreie) Amyloselösungen zu gewinnen. Das um- 
ständliche Verfahren, welches Roux!) zu diesem Zwecke angegeben 
hat, ist ganz überflüssig. Solche (scheinbare) Lösungen zeichnen sich 
nun durch ihre große Haltbarkeit aus, wenn sie vor dem Staub der 
Luft und bakterielle Infektion, gegen die sie übrigens auch sehr un- 
empfindlich sind, geschützt aufbewahrt werden. Während die bisher 
gewöhnlich benutzten Stärkelösungen (d. h. verdünnter Stärkekleister) 
die Erscheinung des ‚Alterns‘‘ (Retrogradation Maquennes) zeigen, 
die auf einer körnigen Ausscheidung von Amylose beruhen soll, bleibt 
eine wirklich reine Amyloselösung bei nicht zu hoher Temperatur 
wochen-, ja monatelang völlig unverändert, wenn sie, mit Toluol über- 
schichtet, in sterilen Gefäßen aufbewahrt wird. Keine Spur von Trübung 
macht sich bemerkbar und die rein blaue Jodfarbe bleibt unverändert. 
Nach Samec (l. c.) wird das Altern einer Stärkelösung von einer sehr 
starken irreversiblen Viskositätsabnahme (Dehydratation) begleitet, 
die sich schon nach wenigen Tagen bemerkbar macht und mit einer 
zunehmenden Trübung der anfangs ,fast“ klaren Lösung Hand in 
Hand geht. Seine Lösungen waren in der Weise hergestellt, daß so viel 
lufttrockene Stärke (welcher Art wird nicht angegeben) mit 25 ccm 
kaltem Wasser angerührt wurde, als für 100 ccm einer 2proz. Lösung 
nötig war, der Brei wurde in 75ccm kochendes Wasser gegossen und 


1) Bull. de la Soc. chim. 8, 33, 1905. 
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unter Rühren eine Minute erhitzt. Der Kleister kam dann in Druck- 
gefäße und wurde 2 Stunden auf 120° erhitzt; nach dem Abkühlen 
wurde zweimal unter Druck durch gehärtete Filter filtriert. Solche 
Lösungen wurden dann mit Wasser auf 1%, verdünnt und besaßen 
an sich einen hohen Grad von Zähigkeit. Nach Maquenne verdankt 
der überhitzte Stärkekleister seine Viskosität dem Amylopektin. Wenn 
dieses während der Retrogradation nicht abgeschieden wird, so wäre 
kaum eine nennenswerte Änderung der inneren Reibung zu erwarten, 
während eine Abscheidung desselben (nach Bottazzi) oder ein Mitreißen 
durch ausfallende Amylose (nach Z. Gruzewska) einen ganz bedeutenden 
Abfall der Zähigkeit während des Alterns mit sich bringen müßte. 

Die innere Reibung von Lyokolloiden hängt aber, wie aus den 
Untersuchungen an Eiweißlösungen bekannt ist, auch von der Stärke 
der Hydratatıon der dispersen Phase ab (W. Pauli). Wenn also die 
Zähigkeit der Stärkelösungen beim Altern abnimmt, so darf man 
hierin den Hinweis auf einen möglichen Wechsel des Hydratations- 
grades bzw. des lyophilen Charakters des Kolloids erblicken. Neben 
der Dehydratation kommt es aber offenbar auch zu einer Agglutination 
der Teilchen. Jene verursacht die Abnahme der inneren Reibung 
und eine. Verkleinerung der Teilchengröße (infolge Abgabe des Hydra- 
tationswassers), diese dagegen kann bei höherer Stärkekonzentration 
zu einem gegenseitigen Verkleben der Partikel und dadurch zu einer 
Versteifung der Lösung führen, bei niedriger hingegen nur zu einer 
Ausflockung Veranlassung geben. In beiden Fällen würde infolge 
der Agglutination der Dispersionsgrad sinken (Samec). Dies müßte 
nun offenbar auch der Fall sein, wenn bei Zusatz von Salzen etwa eine 
Dehydratation der Teilchen erfolgte. Samec hat den Einfluß von 
zwei Neutralsalzen [(МН,), 80, опа (NH,)CNS]geprüft. „Beim Ammo- 
niumsulfat zeigen die Stärke-Salzmischungen bis zu einer п/100 Salz- 
konzentration einen Reibungsabfall ähnlich dem der rein wässerigen 
Stärkelösung; die п/10 Salzstärke aber behält ihre anfangs erhaltene 
Viskosität 9 Tage, die halbnormale gar 50 Tage lang fast ungeschwächt 
bei.“ Beim Rhodanammonium hingegen geht die stabilisierende 
Wirkung des Salzes durch ein Maximum (bei 1. 10—3 п), indem höhere 
Salzkonzentrationen die Geschwindigkeit der Viskositätsabnahme be- 
deutend erhöhen. 

Eine Viskositätsabnahme durch Dehydratation müßte sich doch 
wohl schon in der ersten Zeit nach Zusatz eines Salzes bemerkbar 
machen. Ein Erfolg, der im Verlauf von Tagen oder gar Wochen ein- 
tritt, kann unmöglich allein auf die wasserentziehende Wirkung von 
Salzen bezogen werden. Wenn nun aber, wie sich jetzt herausstellt, 
gewisse Neutralsalze Stärke in Anwesenheit von Sauerstoff hydro- 
Letsch vollkommen aufzuspalten vermögen, dann ist bei etwaigen 
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Änderungen der Viskosität im Sinne einer Abnahme derselben natürlich 
in erster Linie mit dieser chemischen Wirkung der zugesetzten Salze 
als veranlassende Ursache zu rechnen. Der Umstand, daß, wie 
Samec beobachtete, Ammoniumrhodanid in höheren Konzentrationen 
„die Geschwindigkeit der Viskositätsabnahme bedeutend erhöhte“, 
dürfte wohl hauptsächlich so zu deuten sein, da ja gerade Rhodanide 
ungleich stärker hydrolysierend wirken als Sulfate. Ich habe bei meinen 
Amylose-Salzmischungen unmittelbar nach deren Herstellung einige 
Viskositätsbestimmungen ausgeführt, aber, abgesehen von einer ge- 
ringen Steigerung bei höheren Salzkonzentrationen, die ihre Erklärung 
wohl darin findet, daß diese für sich allein schon ausreichend sind, 
um bei gleichbleibender innerer Reibung der Amylose die beobachtete 
Zunahme der Viskosität zu bewirken, keine Änderung gefunden. Da- 
gegen war stets eine sehr auffallende Abnahme derselben im Verlauf 
der Hydrolyse nachweisbar. Ich darf also wohl annehmen, daß eine 
irgend erhebliche sofortige Deshydratation trotz der hohen Konzen- 
trationsgrade der benutzten Salzlösungen nicht stattgefunden hat, was 
mit der Tatsache in Übereinstimmung steht, daß die vollkommene 
Durchsichtigkeit der Amyloselösungen durch die zugesetzten Salze 
nicht geändert wird. Die schwere Aussalzbarkeit solcher Lösungen 
ist dafür ein weiterer Beweis. Durch (NH,),SO, läßt sich allerdings 
Amylose aus einer lproz. Lösung restlos aussalzen, wenn man die 
Flüssigkeit mit dem Salze sättigt; das Filtrat zeigt dann keine Spur 
von Jodreaktion. Mit NaCl gelingt es dagegen nicht, Amylose aus- 
zusalzen. Zwar entsteht beim Übergießen von Kochsalzpulver mit 
der Lösung eine sehr deutliche Trübung, wenn man aber nach längerem 
Stehen filtriert, reagiert das klare Filtrat nicht merklich schwächer 
blau mit Jod wie die ursprüngliche Lösung. Überschichtet man da- 
gegen konzentrierte Kochsalzlösung im Reagenzglas mit 1 proz. Amylose, 
so fehlt an der Grenzfläche jede Spur von Trübung und eine solche 
tritt auch nicht auf, wenn man jetzt das Gemisch mit NaCl sättigt. 
Es lag nicht in meiner Absicht, dieses eigenartige Verhalten näher 
zu untersuchen, vielmehr kam es mir vorläufig nur darauf an, mich 
davon zu vergewissern, daß bei meinen Versuchen eine etwaige Änderung 
des Dispersitätegrades durch Dehydratation nicht in Frage kam. Da- 
gegen war daran zu denken, ob eine solche Änderung nicht etwa durch 
das anhaltende Schütteln der Proben bewirkt wird, und wenn sie 
auch nicht allein genügt, die Hydrolyse herbeizuführen, doch als 
förderndes Moment mit in Betracht kommt. Die oben angeführten 
Versuche beweisen, wie ich glaube, hinlänglich, daß davon nicht die 
Rede sein kann, und daß das Schätteln eben nur die Zufuhr des Sauer- 
stoffs befördert, auf dessen Mitwirkung es gegebenenfalls wesentlich 
ankommt. Wie nun freilich der Sauerstoff in den Vorgang der Hydrolyse 
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eigentlich eingreift, darüber lassen sich höchstens Vermutungen äußern. 
Für sehr wahrscheinlich halte ich es, daß der physikalisch-chemische 
Zustand der Amyloselösungen, ihre Natur als ein außerordentlich 
wasserreiches Gel, in welchem die disperse Phase aus Kolloidteilchen 
im Zustande höchstgradiger Quellung besteht, die in einer großen 
Wassermenge verteilt sind, dabei eine wesentliche Rolle spielt, indem 
der Sauerstoff zunächst durch Adsorption an die Amyloseteilchen 
gebunden wird. Dafür scheint mir auch zu sprechen, daß die ‚,Верепе- 
ration‘ erhitzter Speichellösungen beim Schütteln mit Luft durch das 
ausgeflockte koaguliertte Eiweiß ganz wesentlich gefördert wird!). 
Jedenfalls wird man sich den Einfluß des Sauerstoffs kaum anders 
als einen oxydierenden denken können; liegen doch auch eine ganze 
Reihe von Erfahrungen vor, die an eine Mitwirkung von Oxydasen 
bei den natürlich vorkommenden Diastasen denken lassen. Nach 
Schoenbein kommt Enzymen ganz allgemein die Eigenschaft zu, Guajak 
in Gegenwart von H,O, zu bläuen. 

In erster Linie gilt dies für die meisten Diastasepräparate, so 
daß Grüss diese Reaktion geradezu als eine für Diastase charakteristische 
bezeichnete und sie benutzte, um die Lokalisation dieses Fermentes 
in der Pflanze kennenzulernen. Lintner bemerkt hierüber: ‚Eine 
Reaktion aber gibt Diastase, die sonst kein Proteinkörper zeigt, in 
ausgezeichneter Weise, das ist die Reaktion gegen Guajaktinktur und 
Н.О,, ja es will mir scheinen, als ob diese Reaktion іп der Form, wie 
sie von mir angestellt wird, für die Diastase charakteristisch wäre.‘ 
Nach Jacobson soll es allerdings möglich sein, Diastasepräparate zu 
gewinnen, welche jene Reaktion nicht zeigen und doch wirksam sind. 
Für den menschlichen Speichel liegen so zahlreiche und so bestimmte 
Angaben über das Vorhandensein von Oxydasen vor, daß ein Zweifel 
kaum möglich erscheint. Über ihre Bedeutung und ihre eventuelle 
Beziehung zur Amylase läßt sich aber vorläufig nichts Sicheres sagen. 
Nachdem jetzt die große Bedeutung des Sauerstoffs für die Amylo- 
lytischen Fermente bekannt geworden ist, wird man den begleitenden 
Охудавеп erneute Aufmerksamkeit zuwenden müssen. 

Die Übereinstimmung der Salzhydrolyse mit der Wirkung sehr 
verdünnter Amylaselösungen prägt sich auch darin aus, daß die Sub- 
stanz, aus welcher die Stromata der Stärkekörner nach Extraktion 
der Amylose in der Hauptsache bestehen, sich außerordentlich wider- 
standsfähig erweist. Aus Kartoffelstärke kann man sich, wie ich schon 
früher zeigte?), sehr leicht Lösungen von ‚„Amylopektin“ herstellen, 
welche selbst von stark verdünntem Speichel noch rasch abgebaut 


1) Diese Zeitschr. 129, 1922. 
2) „Fermentforschung‘“‘ 4, ott und Pflügers Arch. 188, 1920. 
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werden; geht man aber zu den höchsten Verdünnungsgraden über, 
dann verzögert sich die Hydrolyse des Amylopektins im Vergleich 
zur Amylose immer mehr, und schließlich wird zwar noch diese abgebaut, 
das Amylopektin aber nicht mehr. Der Salzhydrolyse ist das letztere 
selbst unter den günstigsten Umständen ganz unzugänglich. Man wird 
daher wohl auch eine lösende Wirkung von Salzen auf natürliche 
Stärkekörner ohne Mitwirkung einer Amylase für ausgeschlossen 
halten müssen. Ich erwähne dies deswegen, weil W. 8. Iljin!) vor 
kurzem sehr interessante Beobachtungen über Verschwinden und 
Entstehen von Stärke in den Schließzellen der Spaltöffnungen von 
Pflanzen unter dem Einfluß von Salzen mitgeteilt hat. Er wurde 
durch seine Untersuchungen auch dazu geführt, die Frage experimentell 
zu prüfen, ob Salze imstande sind, unmittelbar Stärke abzubauen, 
und gelangte so auch seinerseits, ohne offenbar von meinen früheren 
Arbeiten Kenntnis zu haben, zur Feststellung der Salzhydrolyse. Die 
betreffende Stelle?) lautet folgendermaßen: ‚In der Tat vermögen es 
Salze, was aus Versuchen hervorgeht, an und für sich ohne Teilnahme 
der Fermente, Stärke zu lösen (d. h. abzubauen, B.). Jedoch verläuft 
dieser Prozeß nur in sehr schwachen Stärkekonzentrationen und äußerst 
langsam. Hierbei gelang es mir, diese Stärkeauflösung nur in vitro, 
im Reagenzglas zu erreichen; an Pflanzenobjekten wurde das Ferment 
getötet, und brachte ich die Epidermisschnitte mit Stärke angefüllten 
Spaltöffnungen in Salzlösungen hinein, so fand kein Stärkeverschwinden 
statt. Für den Versuch wurde Stärkekleister von 0,01 bis 0,02 % Stärke- 
gehalt zubereitet: diesem verdünnten Kleister wurden Salze in ver- 
schiedenen Konzentrationen zugesetzt und hierauf periodisch Stärke- 
nachweis vorgenommen. Stärkere Aktivität zeigten verhältnismäßig 
schwache Lösungen, in denen Salz in Hundertsteln und Tausendsteln 
des Mols enthalten war. Als aktiv erwiesen sich verschiedene Chloride. 
Auf Grund der Jodreaktion beurteilt, durchläuft der Stärkezerfall 
infolge der Salzwirkung dieselben Stufen wie bei der Einwirkung von 
Säuren oder der Diastase, d. h. es findet zunächst Dextrinbildung 
statt; die blaue Färbung wird allmählich violett, dann rot und schließlich 
farblos (Zljin).“ In bezug auf die von ihm an lebenden stärkeführenden 
Zellen beobachteten Erscheinungen hält es Iljin für wahrscheinlich, 
daß die Salze ‚einen Übergang des Proferments in ein aktives Ferment 
bedingen“. 

Wenn, wie die mitgeteilten Versuche lehren, die hydrolytischen 
Wirkungen von Salzlösungen im Verein mit Sauerstoff hinsichtlich 
des zeitlichen Verlaufes der Reaktion und ihrer Abhängigkeit von der 
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Konzentration der wirksamen Substanz durchaus jener hochverdünnter 
Diastaselösungen entspricht, so bezieht sich das doch im wesentlichen 
nur auf den Abbau der Stärke bis zum Verschwinden der Jodreaktion. 
Zwar hatte ich mehrfach mit Erfolg auch auf Zucker geprüft, aber 
in anderen Fällen war mir der Nachweis nicht gelungen, und stete 
fielen die Reduktionsproben schwächer aus, als es nach der Konzen- 
tration der Amyloselösung zu erwarten gewesen wäre. Eine genauere 
Untersuchung zeigte nun, daß auch in bezug auf die Zuckerbildung 
eine vollkommene Übereinstimmung der Salzhydrolyse mit dem schon 
vor Jahren von mir festgestellten Verhalten höchstverdünnter Diastase- 
(Speichel-) Lösungen besteht. 

Bekanntlich läßt sich, wenn nicht allzu verdünnte Amylaselösungen 
auf Stärke einwirken, schon nach ganz kurzer Zeit (bei gut wirksamem 
Speichel fast momentan) neben Dextrinen reduzierender Zucker nach- 
weisen, wenigstens dann, wenn der achromische Punkt erreicht ist. 
Dies war auch der Hauptgrund für die Annahme, daß bei der fermen- 
tativen Spaltung aus dem Stärkemolekül schon bei Beginn des Abbaues 
. Zucker abgesprengt wird, wobei gleichzeitig Dextrine entstehen, die 
dann ihr Molekül durch weitere Zuckerabsprengungen verkleinern, bis 
schließlich der ganze Abbau zum Zucker vollzogen ist. Dieser An- 
nahme steht eine andere gegenüber, wonach die Stärke zuerst in Dextrine 
und diese nach und nach in Zucker übergehen. 

In unvereinbarem Widerspruch mit der ersteren Auffassung steht 
nun die Tatsache, daß jene Regel vom Vorhandensein von Zucker 
gleich im ersten Beginn der Stärkespaltung eine Ausnahme erleidet, 
wenn sehr verdünnte Fermentlösungen zur Verwendung kommen. 
Läßt man auf gleiche Mengen Amylose immer verdünntere Ferment- 
lösungen einwirken, so wachsen die zur Erreichung des achromischen 
Punktes erforderlichen Zeiten proportional mit der Verdünnung und 
sind daher den Fermentmengen umgekehrt proportional. Die ge- 
bildeten Zuckermengen nehmen dabei immer mehr ab, und schließlich 
findet sich in jenem Stadium der Reaktion gar kein Zucker mehr oder 
höchstens Spuren. Es kann daher Stärke ( Amylase) in Dextrinkörper 
übergeführt werden, ohne daß dabei notwendig immer auch Zucker ent- 
steht!). Schon früher hatte man auf verschiedene Erfahrungen an- 
genommen, daß die fermentative Stärkespaltung sich in zwei sukzessiven 
Phasen abspielt, einer ersten, die zur Verflüssigung der Stärke führt, 
und einer zweiten der Verzuckerung. Man hat dementsprechend auch 
zwei verschiedene Fermente angenommen, eines, welches die Stärke 
in Dextrine überführt und ein anderes, das die weitere Verarbeitung 
zu Maltose vollzieht. Das erstere wäre als „АпиДазе“, das andere 


1) „„Fermentforschung“ 1, 401 ff., 1916. 
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als ‚‚Dezxtrinase‘‘ zu bezeichnen. Zugunsten dieser „Zweienzymtheorie“ 
machte Potterin!) die Beobachtung geltend, daß es gelingt, durch 
kurzes Erhitzen auf 80° (5 Minuten) der Diastase die zuckerbildende 
Funktion zu nehmen, ohne die stärkelösende zu zerstören. Nach 
Fraenkel und Hamburg?) sollen sich die angeblichen zwei Fermente 
durch fraktionierte Dialyse trennen lassen; dem Dialysat käme nur 
allein verzuckernde Wirkung zu. Auch Oppenheimer?) und Н. Prings- 
heım*) neigen sich der Zweienzymtheorie zu; der letztere schreibt 
der Auffassung, daß sich der Stärkeabbau vornehmlich in zwei Phasen 
vollzieht, „eine gewisse Berechtigung“ zu: 

„Jedenfalls müssen wir zwei verschiedene Vorgänge unterscheiden: 
nämlich einerseits die Verflüssigung der Stärke und andererseits die Ver- 
zuckerung. Wir könnten demzufolge von zwei Fermenten sprechen, einem, 
welches die Stärke zu Dextrinen abbaut und einem andern, das die Dextrine 
in Zucker umwandelt. Jedoch laufen diese Prozesse ohne die Möglichkeit 
einer scharfen Trennung ineinander, und die Beurteilung dieser Vorgänge 
wird dadurch ganz besonders erschwert, daß wir im Grunde genommen 
keine einheitlichen Dextrine kennen, und daß wir demzufolge auch nicht 
feststellen können, wo die Wirkung der Amylase aufhört und die der Dextri- 
nase beginnt.“ (Pringsheim.) | 

Tatsächlich gelingt nun die glatte Trennung der beiden Haupt- 
phasen des Stärkeabbaues außerordentlich leicht, und es sind hierzu 
keinerlei künstliche Mittel, wie Erwärmen oder Dialyse, erforderlich. 
Einfaches Verdünnen einer wirksamen Fermentlösung genügt. Wenn 
äußerst verdünnte Speichellösungen aus Amylose erst zu einer Zeit 
Zucker abzuspalten beginnen, wo bereits der achromische Punkt er- 
reicht bzw. überschritten ist, so folgt daraus, daß die chemischen Ver- 
änderungen, welche das Stärkemolekül während des ganzen Zeit- 
raumes erleidet, wo Jod noch eine positive Farbenreaktion bedingt, 
eben nur ‚„Dextrine‘“, nicht aber Zucker liefern. Die Entstehung dieses 
letzteren knüpft sich also an die fermentative Spaltung von Körpern, 
welche der „achromischen‘“‘ Gruppe der De grne ( Achroodextrine Brückes) 
angehören. DaB andererseits bei Fermentkonzentrationen, wo die 
Jodreaktion fast momentan verschwindet, die Zwischenstadien der 
Umsetzung also sozusagen latent bleiben, auch sofort Zucker nach- 
weisbar ist, kann natürlich nicht als ein Beweis gegen die Annahme 
einer Stufenreaktion geltend gemacht werden. Vielmehr wird voraus- 
zusetzen sein, daß sich der chemische Vorgang auch in diesem Falle 
in derselben Reihenfolge abspielt wie bei sehr hohen Verdünnungs- 
graden, nur folgen die einzelnen Phasen dann so rasch aufeinander, 


1) Ann. Inst. Pasteur, S. 13—18 qq. 
2) Hofmeisters Beitr. 8, 1906. 

3) Fermente 1, 280. 
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daß sie nicht mehr als „Веше“ erscheinen, sondern gewissermaßen 
in einen Punkt zusammengedrängt sind. Man muß zugeben, daß auch 
gerade das Verhalten hochverdünnter Amylaselösungen sehr zugunsten 
der Annahme zweier Fermente zu sprechen scheint, die in Stufen- 
reaktionen wirken. Bewiesen ist sie dadurch freilich ebensowenig wie 
durch alle anderen dafür geltend gemachten Erfahrungen. Bei dieser 
Sachlage erscheint es nun sehr erwünscht, daß die Salzhydrolyse die 
Möglichkeit gewährt, eine sichere Entscheidung zu treffen, indem 
auch in diesem Falle die Dextrin- und Zuckerbildung zeitlich völlig getrennt 
voneinander ablaufen, ohne daß natürlich an der Einheitlichkesit der 
bewirkenden Ursache hier gezweifelt werden könnte. 

Die Untersuchung dieser Verhältnisse bietet einige Schwierig- 
keiten, die in dem noch ungleich mehr als bei stark verdünnten Ferment- 
lösungen verzögerten Verlauf der Reaktion begründet liegen. Wie 
schon erwähnt, hängt die Reaktionszeit bei der Salzhydrolyse nicht 
nur von der Konzentration der Salzlösung, sondern auch von der 
Substratmenge ab. Je weniger Amylose vorhanden ist, um so schneller 
vollzieht sich in einem gegebenen Falle auch der Abbau. Nun ist ja 
infolge der großen Empfindlichkeit der Jodreaktion die Aufeinander- 
folge der Farbenänderungen noch bei sehr verdünnten Amyloselösungen 
mit Sicherheit festzustellen; nicht so aber, wenn es sich um den Nach- 
weis von Zucker handelt. Man kann sich leicht überzeugen, daß 
Lösungen, die bei Jodzusatz sich noch sehr deutlich blau färben, keine 
sichere Zuckerreaktion mehr geben, wenn man die Amylose etwa 
durch Speichel vorher verzuckert hat. Bereitet man in der bekannten 
Weise eine lproz. Lösung von Kartoffelamylose und verdünnt dann 
mit dem gleichen Volumen destillierten Wassers, so färbt sich ein 
Tropfen bei Jodzusatz noch dunkelblau. Ein einziger Tropfen gut 
wirksamen Speichels genügt, um in etwa 10ccm der Lösung ohne 
Erwärmung den achromischen Punkt sofort herbeizuführen. Digeriert 
man dann noch einige Zeit bei einer Temperatur von 40°, um sicher 
zu sein, daß auch die Verzuckerung beendet ist, und prüft das Reduk- 
tionsvermögen mittels der Trommerschen Probe, so ist das Resultat 
zwar immer ein positives, aber die Ausscheidung von Cu,O ist doch 
keineswegs so reichlich, wie man auf Grund der ursprünglichen inten- 
siven Jodreaktion vielleicht hätte erwarten können. Da es sich um 
Maltose handelt, die Reduktion der alkalischen Kupferlösung durch 
diesen Zucker aber erst nach einer Kochzeit von einigen Minuten er- 
reicht ist!), so habe ich die Proben immer für etwa 5 Minuten in ein 
kochendes Wasserbad gestellt. Man wartet dann am besten, bis sich 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 99, 8, 1917 und Soxhlet, Journ. f. prakt. 
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das Kupferoxydul beim Abkühlen allmählich zu Boden setzt und hier 
ein rotes Häufchen bildet. Unter diesen Umständen war vorauszusehen, 
daß stärker verdünnte Amyloselösungen, wie ich sie bei den Versuchen 
über Salzhydrolyse zu verwenden gezwungen war, um die Reaktions- 
zeit nicht allzusehr zu verlängern, der Zuckernachweis schon mit 
einigen Schwierigkeiten verbunden sein würde. Dennoch glückt er 
noch regelmäßig und mit Sicherheit, wenn man zur Probe eine mit 
zwei Volumen Wasser oder Salzlösung verdünnte 1proz. Kartoffel- 
amyloselösung verwendet, nur ist der Erfolg der Prüfung unmittelbar 
nach der Verzuckerung mit Speichel oft schwer zu beurteilen, wenn 
man nicht das Absetzen des Oxydulsedimentes abwartet. 

Wenn es nur darauf ankommt, die Tatsache festzustellen, daß 
bei einer Salzhydrolyse überhaupt Zucker entsteht bzw. entstehen 
kann, so verwendet man am besten die früher angegebene Phosphat- 
mischung. Was den: Verdünnungsgrad der Amyloselösung betrifft, 
so habe ich als Grenzlösung, die zwar keine starke, aber, wenn wirklich 
alle vorhandene Amylose verzuckert ist, doch immerhin eine sehr 
deutliche, absolut beweisende Zuckerreaktion liefert, zugleich aber 
auch so verdünnt ist, daß die Dextrinbildung nicht allzu stark ver- 
zögert erfolgt, immer die gleiche Mischung aus 2 Volumen Salzlösung 
und 1 Volumen der lproz. Kartoffelamyloselösung verwendet. Nur 
gelegentlich habe ich auch Mischungen gleicher Volumen 1 proz. Amylose- 
und Salzlösung verwendet; dann mußte aber die Versuchszeit unter fort- 
dauernder Luftdurchleitung um mehr als das Doppelte verlängert werden. 
Die Reduktion war natürlich dementsprechend stärker. Die Trommer sche 
Probe hat sich mir dabei am besten bewährt. Da es sich immer nur 
um sehr kleine Zuckermengen handelt, muß man aber die gehörige 
Vorsicht walten lassen. Es wurden stets zwei Proben mit gleichen 
Mengen desselben, einem Hydrolyseversuch entstammenden Lösungs- 
gemisches gemacht, die eine wurde vorher nach Zusatz eines Tropfens 
Speichel vollständig verzuckert, während die andere unverändert auf 
Zucker geprüft wurde. Da sich sehr bald herausstellte, daß die Zucker- 
bildung außerordentlich viel langsamer abläuft als die Überführung in 
Dextrin und niemals vor Erreichung des achromischen Punktes einsetzt, 
meist sogar erst viel späler, so habe ich die Zuckerprüfung immer erst 
nach 24stündigem Verweilen der Proben bei 400 vorgenommen, um 
sicher zu sein, daß die unter den gegebenen Verhältnissen größtmögliche 
Menge von Zucker auch gebildet wurde. Ließ sich solcher überhaupt 
nachweisen, so blieb doch dessen Menge immer sehr auffällig hinter 
der zurück, welche nach Maßgabe des ausgeschiedenen Kupferoxyduls 
in den gespeichelten Proben vorhanden war. Verwendet man schwächer 
wirkende einfache Salzlösungen, so ist die Reduktion oft so schwach, 
daB nur ein leichter roter Hauch sich bei längerem Stehen der Probe 
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am Boden des Reagenzglases allmählich absetzt; unter allen Um- 
ständen muß man mit dem Zusatz von CuSO, sehr vorsichtig sein 
und stets nur stark verdünnte Lösungen anwenden. Es bedarf kaum 
der Erwähnung, daß die Zuckerbildung um so mehr zurücktritt, je 
schwächer die hydrolysierende Wirkung eines Salzes ist, aber selbst 
unter den günstigsten Umständen findet be der Salzhydrolyse nur eine 
teilweise Verzuckerung der Amylose stati, selbst wenn die Dauer eines 
Versuches unter fortwährender Durchlüftung der Probe über 24 Stunden 
hinaus verlängert wird. Am deutlichsten fand ich den Erfolg stets bei 
Verwendung von Phosphatmischungen oder einer n/2 NaCl-Lösung. 
Mit äquimolekularen Lösungen von CaCl, und BaCl, ist mir der Zucker- 
nachweis niemals geglückt. 

Bekanntlich liegen in der Literatur Angaben vor, wonach es ge- 
lingt, Amylaselösungen ihrer zuckerbildenden Fähigkeit zu berauben 
mit Erhaltung der Dextrinbildung, und man hat diese Erfahrungen 
im Sinne der Zweienzymtheorie gedeutet. Es scheint mir ganz un- 
zweifelhaft, daß es sich bei diesen Versuchen, die sich hauptsächlich 
auf den Einfluß höherer Temperatur (kurzes Erhitzen der Ferment- 
lösungen auf 80°) beziehen, lediglich um eine Folge der damit ver- 
bundenen Schädigung und Abschwächung der organischen Kom- 
ponente des Ferments handelt, die eben ganz ähnlich wirkt wie eine 
sehr hochgradige Verdünnung. In beiden Fällen wird in erster Linie 
die Zuckerbildung beeinträchtigt. Man darf daher wohl sagen, daß 
die amylolytische Wirkung gewisser Salze bzw. Salzmischungen in nicht 
zu verdünnten Lösungen durchaus der kleinster Fermenimengen entspricht, 
in dem Maße, daß die seinerzeitige Verwechslung der Salzhydrolyse 
mit einer durch Fermentspuren bedingten ‚Autolyse‘ um so mehr 
entschuldbar erscheint, als die Austreibung des Sauerstoffs beim Kochen 
auch noch Thermolabilität vortäuschte. Die enorme Steigerung, welche 
die an sich unmerkliche katalytische Wirkung kleinster Salzmengen 
durch das Hinzutreten einer an sich ganz unwirksamen organischen 
Substanz (des „Zymogens“‘ der Amylasen) erfährt, wenn zugleich 
Sauerstoff vorhanden ist, liefert ein ausgezeichnetes Beispiel für den 
Satz, daß ein Ferment in erster Linie dadurch charakterisiert ist, daß 
es einen chemischen Vorgang beschleunigt. 

Für eine richtige Beurteilung der Beziehungen, welche zwischen 
der Salzhydrolyse und einer typischen Amylasewirkung bestehen, von 
der jene zweifellos einen wesentlichen — vielleicht darf man sogar 
sagen, den wesentlichsten — Teil ausmacht, ist es von prinzipieler 
Bedeutung, daß beide so ähnlichen Vorgänge auch durch die Reaktions- 
verhältnisse in gleicher Weise bestimmt werden. 

Es war mir seit langem bekannt, daß ‚„Autolyseversuche‘“ mit 
einfachen Neutralsalzlösungen nur bei streng neutraler Reaktion 
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Erfolg haben und durch den kleinsten Zusatz irgend einer Säure oder 
eines Alkali vereitelt werden; da ich aber von der Ansicht ausging, 
daß es sich bei allen diesen langsam verlaufenden Spaltungsvorgängen 
um die Wirkung von Fermentspuren oder Resten handelt und nicht 
um eine direkte Salzwirkung, so hatte jener hemmende Einfluß saurer 
oder alkalischer Reaktion eben nichts Überraschendes, denn es läßt 
sich leicht zeigen, daß mit der Verminderung des Fermentgehaltes 
bei zunehmender Verdünnung etwa einer Speichellösung die Empfind- 
lichkeit für Säuren oder Alkalien außerordentlich rasch zunimmt, 
während andererseits sehr konzentrierte Fermentlösungen ihre Wirk- 
samkeit selbst noch bei ziemlich stark saurer oder alkalischer Reaktion 
bewahren. Nachdem nun aber die ‚„Autolyse‘‘ als eine unzweifelhaft 
direkte Salz- (Ionen-) Wirkung erkannt ist, erscheint die Empfindlich- 
keit der Neutralsalzlösungen gegen die geringsten Spuren von freien 
Säuren oder Alkali immerhin sehr auffallend. Handelt es sich hier doch 
um einen Fall von hemmender Beeinflussung durch Ionen, die für sich 
allein der gleichen Wirkung fähig sind wie die gehemmten, so daß eher 
an eine Summation der Wirkungen hätte gedacht werden können. 
Nun finden wir ja bei Amylaselösungen anscheinend ganz gleichartige 
Verhältnisse. Aber hier schien die hemmende Wirkung von Säuren 
und Alkalien doch eher verständlich. In welchem Grade die meisten 
Diastasen gegen Abweichungen von der Neutralität empfindlich sind, 
ist allbekannt, und wenn auch einzelne, wie besonders Malzamylase, 
ihr Optimum bei schwach saurer Reaktion haben, so wirkt doch auch 
hier eine geringe Steigerung der H-Ionenkonzentration schon hemmend. 
Auch bei anderen Fermenten begegnet man ähnlichen Verhältnissen. 
Man hat angenommen, daß bei einer (Н’), die in einem gegebenen 
Falle das Optimum übersteigt, als Ursache der Hemmung eine irre- 
versible, fortschreitende Zerstörung des Fermentse in erster Linie in 
Betracht kommt. Zur Erklärung der Hemmung eines Ferments bei 
den niederen (Н) bis herauf zum Optimum machte L. Michaelis die 
Annahme, daß es sich nicht um eine bloße Wirkungshemmung, sondern 
darum handelt, daß ein gewisser Anteil des Ferments eine (reversible) 
Umwandlung in eine unwirksame Modifikation erfährt. Speziell für 
Invertase sollte der wirksame Anteil sich so verhalten, ‚als ob er ет 
elektrolytisches Dissoziationsprodukt der Invertase wäre“. Gestützt auf 
ausgedehnte quantitative Studien verschiedener Fermentwirkungen 
bei wechselnden Werten der (Н), gelangte schließlich Michaelis zu 
der Auffassung, daß ganz allgemein die Fermente oder jedenfalls die 
als Träger der enzymatischen Wirkungen faßbaren Substanzen als 
Elektrolyte, und zwar in weitaus den meisten Fällen als schwach 
amphotere Elektrolyte (Ampholyte) anzusehen sind. Der Einfluß 
der (H`) bei einer Fermentspaltung wäre dann darin zu suchen, daß 
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die elektrolytische Dissoziation des Ferments mit der (Н’) variiert, 
und daß entweder nur der dissoziierte Anteil — das Anion bzw. Kation — 
oder nur der undissoziierte Anteil des Fermente enzymatisch wirksam 
ist. Die Wirkung der H-Ionen wäre also vor allem in der Beeinflussung 
des elektrolytischen Dissoziationsgrades der als Elektrolyte aufgefaßten 
Fermente zu erblicken. 

Es will mir scheinen, daß durch den Nachweis einer mit der Wirkung 
kompletter Amylasen wesensgleichen, wenn auch sehr viel schwächeren 
diastatischen Wirkung gewisser Salzionen und namentlich auch durch 
deren Verhalten gegen H- und ОН-Гопеп, die Theorie von Michaelis 
in ihrer bisherigen Form, wenigstens für Amylasen, nicht haltbar ist. 
Denn die Elektrolyte (Salze), welche nach Michaelis erst in komplexer 
Verbindung mit der organischen Substanz des Ferments wirksam sein 
sollten, sind es schon an und für sich und werden auch an und für sich 
schon durch H- und OH-Ionen gehemmt. Praktisch liegt wenigstens 
für sehr verdünnte Amylaselösungen das Optimum der Wirksamkeit, 
insoweit man von einem solchen überhaupt sprechen kann!), bei neu- 
traler Reaktion, und das gleiche gilt ganz streng auch für die Stärke- 
hydrolyse durch Neutralsalze.. Hier wirkt jede kleinste Abweichung 
von der Neutralität nach der sauren oder alkalischen Seite hin hemmend, 
falls diese durch freie Säuren oder Alkalien bewirkt wird. Es wird 
dadurch in hohem Grade wahrscheinlich gemacht, daß auch die Hem- 
mung der natürlichen Amylasen durch freie Säuren oder Alkalien, 
wenn diese nicht in zu hoher Konzentration einwirken, nicht sowohl 
auf eine Schädigung oder gar Zerstörung der organischen Komponente 
zu beziehen ist, sondern wohl eher auf eine Ausschaltung der Salzionen. 
Damit steht in Übereinstimmung, daß in solchen Fällen die ursprüng- 
liche Wirksamkeit sich durch einfache Neutralisation anfangs wieder 
herstellen läßt, während dies nicht mehr gelingt, wenn eine stark 
alkalisch gemachte oder angesäuerte Fermentlösung längere Zeit 
stehen bleibt. Wie nun freilich jene Ausschaltung der Salzionen bzw. 
deren Hemmung durch H- und OH-Ionen zustande kommt, entzieht 
sich vorläufig ebenso der Erklärung, wie die so wesentliche Mitwirkung 
des Sauerstoffs sowohl bei der Ferment- wie Salzhydrolyse oder die 
Beseitigung des schädlichen Einflusses der OH-Ionen der sekundären 
Alkaliphosphate durch die Ionen des NaCl, die schon J. Bang be- 


kannt war. 


1) „Fermentforschung‘ 5, 56. 
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Apparatur für biologische Gasanalyse. 


Von 
Е. Bramigk. 
(Aus der Medizinischen Klinik zu Jena.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923. ) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Für die in der nachstehenden Arbeit des Herrn Oberarzt Dr. Cobet 
auszuführenden Gasanalysen wurde mir die Aufgabe gestellt, eine 
Apparatur zu beschaffen, mit welcher der Kohlensäuregehalt in der 
Alveolarluft bestimmt werden konnte. Es wurde gefordert: bei der 
Analyse von etwa 10 сост Alveolargas mit etwa 5% CO,-Gehalt eine 
Genauigkeit der Kohlensäurebestimmung von 0,05%, d. h. 1% der 
vorhandenen Kohlensäure. Es müssen somit noch 0,005 ccm sicher 
abzulesen sein. Ferner war Bedingung Handlichkeit der Apparatur 
derart, daß die Alveolarluft vom Versuchstier direkt in die Bürette 
entnommen werden kann und Gewährleistung einer gewissen Schnellig- 
keit der Analyse, so daß der Apparat zur jeweils nächsten Gasentnahme 
(spätestens innerhalb 15 Minuten) rechtzeitig wieder bereitstehen 
konnte. | 

Höchste Genauigkeit bei bequemer Handhabung gewährleistet 
der Apparat von Petterson und Palmqvist!) für die Bestimmung der 
atmosphärischen Kohlensäure. Eine für die gestellte Aufgabe geeignete 
Variation ließ sich nicht konstruieren, da gefordert wurde, daß die 
Kohlensäure in großer Breite, 2,5 bis 18%, schwanken kann. Aus 
dem gleichen Grunde mußte von einer Abänderung des Apparates 
nach Peiterson-Högland-Tobiesen?) Abstand genommen werden. Ich 
griff daher auf die Hempelschen®?) Konstruktionen zurück. Auf die 
„Apparatur zur exakten Gasanalyse ohne Gummiverbindung und 
Schliffe“ mußte wegen der dabei erforderlichen Quecksilbermenge 
aus Sparsamkeitsgründen verzichtet werden. Es blieb für uns aus 
diesen Gründen die „Apparatur zur exakten Gasanalyse mit Queck- 
silber nur als Sperrflüssigkeit‘‘. Aber bei all den erwähnten Apparaten 


1) Forschungen auf dem Gebiete der Agrikulturphysik 16, Н. 1—2. 
3) Handb. 4. Biochem. Arbeitsmethoden 7, 508, 1913. 
з) Hempel, Gasanalytische Methoden, 4. Aufl. Braunschweig 1913. 
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mit Glashähnen und Gummiverbindungen hat man nie vollständige 
Garantie dafür, daß keine Undichtigkeiten vorhanden sind, was man 
nur bei durchaus verschmolzenem Apparat erreichen kann!). 

Wie weiter unten ersichtlich, wurde aber Sicherheit dadurch ge- 
schaffen, daß das Gas im Apparat überhaupt nur mit einem Hahn 
in Berührung kommt und dafür die Hahnkonstruktion nach Friedrichs 
gewählt, wo durch schräge Bohrung die sonst durch Rillenbildung 
bald eintretende Unzuverlässigkeit anderer Glashähne vermieden ist. 
Die einzige erforderlich werdende Gummiverbindung jedoch wurde in 
einer kleinen Wanne unter Quecksilber gesichert. 

Nach Hempel kam die Gasbürette mit Temperatur- und Barometer- 
korrektionen in Frage, bei der man nach Petterson vermittelst einer 
Röhre, welche ein abgeschlossenes Gasvolumen enthält, mit Leichtig- 
keit die Fehler kompensieren kann, welche die Druck- und Temperatur- 
schwankungen der Atmosphäre mit sich bringen. Die Exaktheit der 
Ablesung wurde für unseren Zweck noch dadurch erhöht, daß in den 
Manometerröhren eine Spitzenablesung ermöglicht wurde, dabei wurde 
dem Bürettenmeßrohr die Form II nach Hempel!) derart gegeben, 
daß dies Rohr im Meßbereich von 0 bis 7,5ccm verhältnismäßig weit, 
im Bereich von 7,5 bis 10 ccm derart eng gehalten ist, daß man noch 
0,005 sicher ablesen und bis 0,001 ccm schätzen kann. | 

Leider hat aber die Hempelsche Konstruktion, die große Vorteile 
zu bieten versprach, den Nachteil, daß zu leicht etwas von dem Queck- 
silber im Manometerrohr in die Bürette oder aber auch in das Korrek- 
tionsrohr gelangt, wodurch eine unerwünschte Änderung des Volumens 
der in letzterem eingeschlossenen Luft herbeigeführt wird. Bei nur 
geringer Unachtsamkeit kann leicht so viel übertreten, daß man den 
Apparat auseinandernehmen und das Manometer neu einstellen muß. 
Aus diesem Grunde läßt Hempel das Manometerrohr nicht anschmelzen, 
sondern nur durch Gummi mit dem Rohre verbinden. Bei der ge- 
stellten Aufgabe würde eine Änderung des Volumens der eingeschlossenen 
Luft zwar diese Neueinstellung umgehen lassen, da es sich nur um 
relative Messungen handeln sollte, immerhin aber wäre im Einzelfalle 
die in Arbeit befindliche Analyse nach Übertritt von Quecksilber aus 
dem Manometer nicht weiter zu verwenden. 

Ich habe bereits vor Jahren in der bakteriologischen Abteilung 
des landwirtschaftlichen Instituts der Universität Leipzig (Prof. 
Dr. Löhnis) in dieser Hinsicht bittere Erfahrungen mit dieser Hempel- 
schen Bürette machen müssen. 

Im folgenden sei mir erlaubt, eine Modifikation zu beschreiben, 
die ein rasches und sicheres Arbeiten gewährleistet. 


1) А. а. O., В. 44. 
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Die Abbildung zeigt die bei den genannten Arbeiten zur Ver- 
wendung gelangte Bürette, die samt der SEET auf ет 
Holzgestell montiert ist. 

Die Hauptteile der Bürette sind wie bei Hempel das Meßrohr A, 
verbunden mit dem Niveaugefäß Е, das mit dem Meßrohr im gemein- 
samen Wassermantel С befindliche Korrektionsrohr В und die kapillaren 
Manometerröhren. Bei Hempel sind diese Manometerröhren als kommu- 
nizierende Röhren einfach unten miteinander verbunden, das Niveau- 
gefäß ist nur mit dem Meßrohre A in Verbindung. Meßrohr und linkes 
Manometerrohr sind bei Hempel durch einen Friedrichschen Zwei- 
weghahn b in Verbindung zu setzen, der zweite Weg verbindet das 
Meßrohr mit dem Gaseinführungsrohr @. 

Das Wesentliche meiner Modifikation ist nun, 1. daß der Hahn b 
noch durch еше V-Bohrung einen dritten Weg erhält, der das Gas- 
einführungsrohr @ mit der linken Manometerröhre unter Ausschaltung 
der anderen beiden Wege verbinden kann, 2. daß den Manometer- 
röhren die Hähne c und d zwischengeschaltet werden. Hahn d ist nur 
ein Sicherheitshahn, der Hahn с aber ein Dreiweghahn mit 7-Bohrung, 
durch diesen Hahn sind die Manometerröhren mit dem Niveaugefäß Е 
in direkte Verbindung zu bringen. 

Es sei noch erwähnt, daß in die beiden Zuführungswege vom 
Niveaugefäß zu der Meßröhre und zu den Manometerröhren noch је 
ein einfacher Hahn } und e zwischengeschaltet ist. Der Griff des Hahnes b 
wurde von der Hütte parallel zu den beiden Schrägbohrungen gestellt, 
um Irrtümer bei der Hahnstellung möglichst zu vermeiden. An der 
Seite des Griffes, die der Öffnung der V-Bohrung entspricht, ist eine 
dunkle erhabene Marke angebracht. 


Gebrauchsanweisung für die Bürette. 


Um den Apparat für den Gebrauch herzurichten wird ähnlich ver- 
fahren, wie es Hempel in seinen ‚„Gasanalytischen Methoden“ beschreibt. 

Zur Normierung des Apparats muß zunächst der Inhalt der linken 
Röhre von der Marke (Spitze) bis zum Hahne b, einschließlich Kücken- 
bohrung ermittelt werden. Da dieser Raum ja bei der Ablesung auch mit 
dem zu messenden Gas erfüllt ist, die Meßröhre aber vom Hahn b aus 
kalibriert ist. 

Das Korrektionsrohr kann nun in der Weise benutzt werden, daß man 
entweder durch Abschmelzen der rechten Ansatzkapillare, die sich oben 
auf dem Knie zwischen der Röhre B und der rechten Manometerröhre 
befindet, ein beliebiges Luftvolumen zum Einschluß bringt, wie es dem 
gerade herrschenden Barometerstand und der Temperatur entspricht, 
oder aber den Inhalt von B mit gerade so viel Luft füllt, daß der Apparat 
immer direkt das auf 0° und 760 mm Druck reduzierte Gasvolumen angibt. 
Im ersteren Falle muß man den zur Zeit des Abschmelzens der Ansatz- 
kapillare herrschenden Stand des Barometers und der Temperatur notieren, 
um das Gasvolumen, wenn nötig, danach umrechnen zu können. 
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Die Benutzung des so gebrauchsfertig gemachten Apparates ist wie 
folgt: | 

Der Apparat wird von E aus derart mit Quecksilber gefüllt, daß dieses 
im rechten Manometerrohr nur bis genau zur Spitzenmarke steht, sonst 
aber Meßrohr und Manometerröhre Т, sowie alle Hahnbohrungen und Ver- 
bindungsschläuche luftfrei erfüllt. @ ist bis oben an mit Quecksilber gefüllt. 
Die Bürette ist bereit zur Gaseinnahme. Die Gaseinnahme ließen wir bei 
Alveolargasuntersuchungen stets in der Art erfolgen, daß zunächst eine 








Abb. 1. 


kleinere Menge Gas in den Raum von Hahn b bis oberhalb Hahn c in die 
Manometerröhre T geführt und erst dann die Hauptgasentnahme in die 
Meßröhre A geleitet wurde. 


Es steht bei Beginn Hahn b in Stellung III der Abbildung (V-Stellung) 


LE H LEI „э с ээ 9 II LE „э 


Наһп е war geschlossen. 

Quecksilber steht bis über @ hinaus in dem Anschlußschlauch. Das 
Niveaugefäß ist derart tief gestellt, daß der Quecksilberspiegel sich etwas 
über dem oberen Rande des Gummiverbindungsstückes bei S befindet. 
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Zur ersten Gasentnahme (in den toten Raum) wird Hahn e so lange 
geöffnet bis das Quecksilber nur noch etwas über Hahn c steht. Darauf 
wird Hahn b in Stellung I gebracht und zur Hauptgasentnahme Hahn f 
geöffnet. Ist die Meßröhre mit Gas gefüllt, so kommt Hahn b wieder in 
Stellung III. Durch Öffnen von Hahn e und Heben des Niveaugefäßes Е 
wird das Gas aus dem toten Raum ins Freie geführt und Quecksilber wieder 
bis С vorgelagert. Nunmehr kommt Hahn b in Stellung П. und unter 
Senken des Niveaugefäßes läßt man in der Manometerröhre T das Queck- 
silber bis zur Spitzenmarke sinken und schließt Hahn е Mit Hilfe der 
Quetschschraube R wird der Quecksilbermeniskus genau auf die Spitze 
eingestellt, Hahn c in Stellung I gebracht und Hahn d geöffnet. 

Das zu messende Gas erfüllt nun den Raum über dem Quecksilber 
in der Meßröhre und in der Manometerröhre Т. Infolge der eingetretenen 
Verdünnung steht das Niveau in der Manometerröhre T höher als in der 
jetzt mit ihr kommunizierenden rechten Manometerröhre. Das zu messende 
Gas soll nun mit dem im Korrektionsrohr В“ eingeschlossenen Gase auf 
gleichen Druck gebracht werden, zu diesem Zwecke wird das Niveau- 
gefäß Е (bei offenem Hahne f) gehoben bis in beiden Manometerröhren 
die Quecksilbermenisken auf die Spitzen einspielen und dann Hahn } ge- 
schlossen. Zur Feineinstellung bedient man sich dabei der Klemmschraube 5. 
Zu dem Stande des Meniskus in der Meßröhre addiert man die Anzahl 
Kubikzentimeter, die für den toten Raum bekannt sind. Nach jeder Messung 
wird Hahn d wieder geschlossen. Soll das Gas in eine Absorptionspipette 
weitergeführt werden, muß erst alles Gas in die Meßröhre zurück. Es 
kommt Hahn c wieder in Stellung II, Hahn e wird geöffnet und das Niveau- 
gefäß Е gehoben. Wenn dann Quecksilber in die Meßröhre A ausfließt, 
kommt Hahn b in Stellung III. Das weitere siehe bei Beschreibung der 
Anwendung der Pipette. 


Die geschilderte Modifikation der Hempelbürette erwies sich bei 
Gasmessungen für die verschiedensten Zwecke als ein brauchbarer 
und zuverlässiger Fortschritt, und es zeigte sich bald, daß sich 
durch die geschaffenen neuen Wege wesentliche Verbesserungen für 
die Absorptionspipetten erreichen lassen. Das Vorteilhafte dieser 
Bürettenkonstruktion zeigte sich dabei in dem neuen Wege, der ge- 
stattet, daß von dem NiveaugefäßB aus Quecksilber durch den Hahn с, 
die linke Manometerröhre T und die V-Bohrung des Hahnes b in das 
Einführungsrohr С und von da auch in die Pipetten getrieben werden 
kann. 

Die Hempelsche Quecksilberabsorptionspipette gibt keine Gewähr 
dafür, daß nicht doch gelegentlich Spuren von Kalilauge aus der Pipette 
mit Quecksilber, welches in die Bürette zurückgelangt, in Berührung 
kommen. Nach erfolgter Absorption läßt man bei den Hempedschen 
Konstruktionen bei dem Zurückführen des Gases in die Bürette ein 
Gasvolumen in der Verbindungskapillare zurück, um nicht Reagens 
mit in die Bürette zu bekommen. Nicht immer gelingt es aber, das 
Reagens nur in einem zusammenhängenden Flüssigkeitsfaden in der 
Kapillare zu erhalten. In der vorher mit Reagens benetzten Kapillare 
bilden sich leicht kleinste Flüssigkeitsansammlungen, die sich von 
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Wand zu Wand ausspannen und vor bzw. mit dem Gase in die Bürette 
wandern. Die Verbindungskapillare ist daher bei Hempel entweder 
nicht fest an der Pipette angeschmolzen, so daß für jede weitere Analyse 
eine neue Kapillare genommen werden kann, oder sie muß jeweils 
mit destilliertem Wasser gereinigt werden (l. c., 8. 64). Beides sollte 
für unsere Arbeit vermieden werden, die auswechselbare Kapillare 
hätte eine weitere Gummiverbindung bedingt, die Wasserreinigung 
zuviel Zeit erfordert. 

Nach verschiedenen anderen Konstruktionen fanden Собе und 
ich einen einfachen Ausweg, bei dem jeder Glashahn, mit dem Gas 
in Berührung kommen muß, vermieden ist. Eine kugelige Erweiterung 
im aufsteigenden Aste der an die Pipette angeschmolzenen Über- 
führungskapillare behob uns aller weiteren Schwierigkeiten. Das Reagens 
braucht dann nie über diese Erweiterung hinauszusteigen, die dünnen 
langen Häutchen zerplatzen in ihr und fließen an der Wandung zurück, 
um sich mit dem Reagenzfaden zu vereinigen, der zunächst bis in die 
Erweiterung vorgetrieben und dann bis zu einer Marke dicht unterhalb 
der Auftreibung zurückgenommen wird. 

Wird die Pipette mt der angeschmolzenen Kapillare durch Gummi- 
verbindung der Bürette bei @ angeschlossen, so entsteht zwar zunächst 
in dem Volumen, welches Kapillare und kugelige Erweiterung aus- 
macht, ein Luftdruck von unkontrollierbarer Höhe, derselbe ist jedoch, 
dank des oben bezeichneten neuen Weges, bequem auf Atmosphären- 
druck zu bringen. Die endgültige Form (s. Abbildung) ist eine einfache 
Pipettenkonstruktion, bei welcher in dem Kapillarrohre etwas unter- 
halb des inneren oberen Knies eine kugelige Erweiterung (Q) geblasen 
ist, dicht unter dieser ist eine Marke J angebracht. Das Absorptions- - 
gefäß P enthält über Quecksilber 0,5 ccm 50proz. Kalilauge, Р ist 
mit dem Niveaugefäß H durch Schlauch verbunden, enthält aber noch 
am abführenden Rohre einen Sicherheitshahn. Die Füllung mit Reagens 
erfolgt vom Niveaugefäß aus. 

Bei der gestellten Aufgabe handelte es sich nur um die Absorption 
von Kohlensäure, die Pipette konnte daher gleich am Bürettengestell 
frei beweglich angebracht werden. 

Die Verweudung der Absorptionspipette geschieht wie folgt: Die ab- 

< gemessene Alveolarluft ist in das Meßrohr der Bürette restlos zurückgeführt. 
Durch Öffnen des Hahnes e [Hahn с in Stellung II, Hahn b in Stellung Ш 
(V-Stellung)] und Senken des Niveaugefäßes wird der Quecksilberspiegel 
bei Т auf die Spitze eingestellt. In der Pipette wird die Kalilauge bis zur 
Marke J gebracht, der Sicherheitshahn g geschlossen und nun die Pipette 
an das Einführungsrohr @ der Bürette angeschlossen und mit Gummi- 
schlauch verbunden. Die Wanne D wird mit Quecksilber so weit gefüllt, 


daß das Quecksilber etwa lcm über dem oberen Ende der Gummiver- 
bindung steht. Nunmehr wird e geöffnet und das Niveaugefäß so neben 
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die Manometerröhre T gehalten, daß die Quecksilbermenisken in beiden 
gleich hoch stehen; darauf wird Hahn e geschlossen. Damit ist das in den 
Kapillaren und der Kugel Q stehende Luftquantum auf Atmosphärendruck 
gebracht. Jetzt kann die Überführung der Alveolarluft erfolgen. Dabei 
wird so verfahren, daß das Quecksilber aus der Bürette nie höher getrieben 
wird als bis dicht unter das äußere obere Knie der Kapillare der Pipette. 
Durch mehrmaliges Hin- und Herführen des Gases wird die Kohlensäure 
quantitativ absorbiert, danach wird das Gas in die Meßröhre so weit zurück- 
genommen, bis die Kalilauge wieder genau bei der Marke J steht, und 
Hahn g der Pipette geschlossen. Durch Gleichstellen der Menisken im 
NiveaugefäßB und in der Meßröhre wird das Gas auf Atmosphärendruck 
gebracht (wieder wegen des toten Raumes in der Kapillare und in der 
Kugel Q) und mit Hahn b die Meßröhre so abgeschlossen, daß gleichzeitig 
die Manometerröhre 7 mit der Pipette in Verbindung gebracht ist (Stel- 
lung ПТ). Das Niveaugefäß wird gehoben, Hahn e geöffnet und Queck- 
silber bis über den Hahn b vorgetrieben. Nunmehr kann das: Gas ohne 
Kohlensäure gemessen werden. | 


Zu erwähnen ist noch, daß die Bürette samt Manometer usw. 
derart auf ein Brett montiert ist, daß man die Spitzen für die Ab- 
lesung mit Hilfe der Schraube N und der Röhrenlibelle O horizontal 
stellen kann. Einmal montiert, erwies sich diese Konstruktion des 
Apparates als stabil. Zum Schluß bleibe nicht unerwähnt, daß wohl 
der größte Vorteil dieser Konstruktion der ist, daß trotz der vielen 
Hähne usw. kaum ein Versehen vorkommt, welches die Analyse ver- 
loren gehen läßt. 

Der Apparat wurde mir in dankenswerter Weise von der Firma 
Greiner & Friedrichs, Stützerbach in Thüringen, vortrefflich angefertigt 
und unentgeltlich für unsere Arbeiten geliefert, auch danke ich Herrn 
Dipl.-Ing. F. Friedrichs für die Anregung, die Spitzenablesung ein- 
zuführen. 

Vorhandene Hempelbüretten lassen sich leicht nach dem neuen 
Prinzip verändern, was ich bereits selbst habe ausführen lassen. Für 
die Absorption anderer Gase lassen sich nach gleichem Prinzip weitere 
Modifikationen ermöglichen (z. B. Phosphorpipette usw.).. Ich werde 
darüber an anderer Stelle berichten. 
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Zur Bestimmung der Wasserstoffzahl im Вю. 


(Modifikation des serotonometrischen Verfahrens 
von Morawitz und Walker.) 


Von 


F. Bramigk und К. Cobet. 
(Aus der Medizinischen Klinik in Jena.) 
(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im Jahre 1914 haben Morawitz und Walker!) ein tonometrisches 
Verfahren zur Bestimmung des Gleichgewichtes zwischen Säuren und 
Basen im Organismus ausgearbeitet. 


Ähnliche Methoden wurden gleichzeitig und unabhängig von ihnen 
auch von Münzer?) und von Barcroft?) angegeben. Im Jahre 1917 zeigte 
dann Hasselbalch*), daß es möglich ist, die Wasserstoffionenkonzentration 
des Blutes selbst aus der Spannung und der Menge der in ihm enthaltenen 
Kohlensäure mit großer Genauigkeit zu berechnen. Seitdem sind mit Hilfe 
der Hasselbalchschen Formel von verschiedenen Seiten, so von Sonne und 
Jarlöv®) und besonders auch von H. Straub und КІ. Meier!) Bestimmungen 
der Wasserstoffzahl des menschlichen Blutes ausgeführt worden. Für 
die Beurteilung krankhafter Verhältnisse kommt es dabei in der Haupt 
sache auf die Feststellung zweier Werte an, die Hasselbalch?) als ‚‚regulierte 
und reduzierte Wasserstoffzahl‘‘ definiert hat. Als reduzierte Wasserstoff- ` 
zahl wird diejenige H-Ionenkonzentration bezeichnet, die das betreffende 
Blut bei einer Kohlensäurespannung von 40 тт Hg aufweist. Sie „erlaubt 
uns die aktuelle Reaktion verschiedener Blutsorten unter sich zu ver- 
gleichen“, entspricht also im wesentlichen dem, was auch Morawitz und 
Walker mit ihrer tonometrischen Methode feststellen konnten. Insbesondere 
kann das Auftreten von nicht flüchtigen Säuren im Blute aus Änderungen 
der reduzierten Wasserstoffzahl erschlossen werden. Die regulierte Wasser- 
stoffzahl ist dagegen diejenige H-Ionenkonzentration, die der wirklich 
im arteriellen Blute herrschenden CO,-Spannung entspricht. Sie ist das 
„Endresultat aus den regulierenden Kräften des Organismus der Nieren- 


. 1) Diese Zeitschr. 60, 395, 1914. 
з) Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 16, 281, 1914. 
3) Zit. nach Straub und Meier, diese Zeitschr. 89, 156, 1918. 
4) Diese Zeitschr. 78, 112, 1917. 
5) D Arch. f. klin. Med. 124, 379, 1918. 
6) Ebendaselbst 125, 477, 1918; 199, 54, 1919; 189, 208, 1922. 
?) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 
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tätigkeit, der Ammoniakbildung und der Atmungsregulation“. Änderungen 
der regulierten Wasserstoffzahl geben uns also über Störungen in diesem 
Regulationsmechanismus Aufschluß. 

Da beim Menschen Arterienblut schwer zu beschaffen ist, haben Straub 
und Meier!) bei ihren Untersuchungen die regulierte Weasserstoffzahl 
indirekt ermittelt. Mit Venenblut haben sie das Kohlensäurebindungs- 
vermögen bei verschiedenen CO,-Spannungen bestimmt und so die Kohlen- 
säurebindungskurve des betreffenden Blutes festgelegt. Aus einer solchen 
Kurve läßt sich dann p, reg. ohne weiteres ablesen, wenn man die 
C0,-Spannung des Arterienblutes kennt, die ihrerseits durch Analyse der 
Alveolarluft nach der Methode von Haldane und Priestley?) leicht ermittelt 
werden kann. Auch die reduzierte Wasserstoffzahl ist aus der Kohlen- 
säurebindungskurve des betreffenden Blutes eindeutig zu erkennen. In 
ähnlicher Weise ist auch von Sonne und Jarlöv?) py reduz. bestimmt 
worden, indem sie das einer Spannung von 40 mm Hg zugehörige Kohlen- 
säurebindungsvermögen durch Interpolation aus zwei bei bekannten 
CO,-Spannungen gefundenen Werten ermittelten. Diese von Straub und 
Meier sowie von Sonne und Jarlöv angewandten Verfahren sind recht 
umständlich, sie erfordern nicht nur eine Anzahl von Blutgasanalysen, 
sondern ebenso viele Kohlensäurebestimmungen in den zugehörigen Tono- 
metergasen. Wesentlich einfacher wäre es, wenn man das Venenblut direkt 
auf die gewünschte Kohlensäurespannung bringen könnte. 


Mit dem aerotonometrischen Verfahren von Morawitz und Walker*) 
läßt sich das ohne Schwierigkeit erreichen. In ihrer ursprünglichen 
Form ist allerdings die Methode, die ja schon vor den Untersuchungen 
Hasselbalchs veröffentlicht war, zur Berechnung der Wasserstoffzahl 
nach der Hasselbalchschen Formel nicht ohne weiteres geeignet; sie 
mußte vielmehr etwas modifiziert werden,-um damit jede gewünschte 
CO,-Spannung herstellen zu können. Es gibt verschiedene Möglich- 
keiten. Man kann z. B. die Konzentration des Kohlensäureluftgemisches 
im Gasometer entsprechend verändern. Welche CO,-Konzentration 
dabei im Einzelfalle nötig ist, um die geforderte Kohlensäurespannung 
im Tonometer bei der Arbeitsweise von Morawitz und Walker zu er- 


reichen, läßt sich leicht rechnerisch ermitteln. Man kann aber auch 


immer dieselbe CO,-Konzentration im Gasometer benutzen und die 
verschiedenen Tonometerspannungen durch Änderungen im Grade 
der Evakuierung erzielen. In diesem Falle muß dann der jeweils 
nötige Unterdruck vorher berechnet werden. Веі der praktischen 
Prüfung erwiesen sich uns beide Wege als gangbar, die erreichte Ge- 
nauigkeit befriedigte aber doch des öfteren nicht. Das hatte, wie wir 
glauben, zwei Gründe. Zunächst einmal stellt Schwefelsäurewasser, 
wie es beim Gasometer Verwendung finden mußte, keine ideale Sperr- 


1) А. а. О. 
2) Journ. of Physiol. 82, 225, 1905. 
3) А. а. О. 
4) А.а. О. 
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flüssigkeit dar, da es noch Kohlensäure aufzunehmen vermag. Wenn 
man, wie es Моғаиліг und Walker getan haben, immer in gleicher Weise 
mit derselben CO,-Konzentration im Gasometer arbeitet, spielt das 
sicher praktisch keine Rolle, bei wechselnden Versuchsbedingungen 
aber muß damit gerechnet werden. Wichtiger ist wohl eine andere 
Fehlerquelle.. Morawitz und Walker haben schon darauf hingewiesen, 
daß das Aerotonometer absolut dicht sein muß. Bei dem starken 
Unterdruck werden schon geringe Undichtigkeiten zum Einsaugen 
von Luft und damit zu erheblichen Fehlern führen. Trotzdem wir 
nach der Vorschrift von Morawitz und Walker das Instrument häufig 
auf seine Dichtigkeit prüften, hatten wir doch den Eindruck, daß bei 
unserer Apparatur in dieser Richtung manchmal Unstimmigkeiten 
vorkamen. Das Mißliche war dabei, daß man im Einzelfalle gar kein 
Urteil darüber gewinnen konnte, ob das Tonometer dicht gewesen 
war oder nicht. Aus diesen Gründen sind wir schließlich zu einer Modi- 
fikation der Methode übergegangen, die die genannten Fehlerquellen 
sicher zu vermeiden gestattet. Das Wesentliche ist dabei, daß die 
Kohlensäureluftmischung im Tonometer selbst erzeugt wird. Die zur 
Mischung notwendige verhältnismäßig geringe CO,-Menge kann dann 
mit Quecksilber als Sperrflüssigkeit abgemessen werden, und der Grad 
der Evakuierung ist bei der gewählten Anordnung belanglos. Einzel- 
heiten ergeben sich aus der folgenden Beschreibung des Verfahrens. 
Ein Einwand sei noch kurz berührt. Straub und Meier!) betonen, daß 
die Kenntnis der gesamten Kohlensäurebindungskurve gewisse Vorteile 
biete, weil man dann beim Auftreten von nicht flüchtigen Säuren im Blute 
auch über deren Stärke ein Urteil gewinnen kann. Für die meisten klinischen 
Fälle genügt aber die Bestimmung der regulierten und der reduzierten 
Wasserstoffzahl u. E vollauf, und im Bedarfsfalle bliebe immer noch die 


Möglichkeit weitere Punkte der Bindungskurve zu ermitteln, was natürlich 
auch mit unserem Verfahren ausführbar ist. 


Beschreibung des Verfahrens. 

Zur Füllung des Tonometers muß zunächst die zur Herstellung 
der gewünschten Spannung erforderliche CO,-Menge berechnet werden. 
Es werden, wie wir gleich sehen,‘ Kohlensäure und Luft, beide mit 
Wasserdampf gesättigt, bei Zimmertemperatur miteinander gemischt 
und dann erst im Tonometer selbst auf 38° unter Erhaltung der Wasser- 
dampfsättigung und unter Ausgleich der Drucksteigerung erwärmt. 
Durch diese nachträgliche Temperaturänderung wird die prozentuale 
Zusammensetzung des Gemisches nicht mehr geändert. Daraus ergibt 
sich, daß für die Berechnung des Mischungsverhältnisses zwar eine 
Temperatur von 38° zugrunde gelegt werden muß, da wir ja eine be- 
stimmte, bei 38° herrschende CO,-Spannung herstellen wollen, daß 


1) Diese Zeitschr. 89, 156, 1918. 
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die Mischung selbst aber mit den für 38° geltenden Zahlen auch bei 
der jeweiligen Zimmertemperatur vorgenommen werden kann. 
Es gilt folgende Formel: 


$.3 


У = 





p— w’ 


darin ist V das abzumessende Volumen der mit Wasserdampf gesättigten 
CO, bei Zimmertemperatur іп Kubikzentimetern, $ = Inhalt des Tono- 
metersin Kubikzentimetern 
bei Zimmertemperatur, 
в = gewünschte СО,-Брап- 
nung bei 380, p = herrschen- 
der Barometerstand, w = 
Tension des Wasserdampfes 
bei 380, also = 50 mm Hg. 
Zur Abmessung der 
CO, und Ausführung der 
Mischung dient die in Abb. 1 
abgebildete Bürette. Diese 
ist zunächst bis zum Drei- 
wegehahn W mit Queck- 
silber gefüllt und W in 
Stellung I gebracht worden. 
Die Kohlensäure wird aus 
Soda und Schwefelsäure 
im Kippschen Apparat ent- 
wickelt, der bei E an die 
Bürette angeschlossen ist. 
Zunächst wird der tote 
Raum zwischen Æ und A 
gründlich mit CO, durch- 
gespült, dann W in Stel- 
lung II gebracht und CO, 
in den Meßteil der Bürette 
eingenommen. Wenn das 
Quecksilber den berech- 
neten Skalenteil erreicht 
hat, wird Hahn H ge- Abb. 1. 
schlossen und mit der 
Quetschschraube Q die Einstellung noch genau reguliert (1 / у cem konnte 
noch geschätzt werden). Darauf wird Hahn W wieder in Stellung I ge- 
bracht. Dasin der Bürette eingeschlossene Gasist vom Kippschen Apparat 
her mit Wasserdampf gesättigt und steht auch noch unter Überdruck. 
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Es wird nun zunächst gewartet, bis es Zimmertemperatur angenommen 
hat. Inzwischen wird ein Tonometer der Konstruktion von Morawstz 
und Walker mit der Weasserstrahlluftpumpe ziemlich stark (bis zu 
einem beliebigen Druck) evakuiert, nachdem vorher am Stopfen des 
Gefäßes für die spätere Sättigung des Gases mit Wasserdampf ein 
kleiner, mit Wasser getränkter Tupfer angebracht worden war. Das 
evakuierte und wieder geschlossene Tonometer wird dann zur Tempe- 
rierung ebenfalls eine Zeitlang neben die Bürette gelegt. Wenn an- 
genommen werden kann, daß beide Apparate Zimmertemperatur an- 
genommen haben, beginnt die Füllung. Der Kippsche Apparat wird 
von der Bürette entfernt, der Hahn W wird einen Augenblick in 
Stellung II gebracht, so daß sich das eingeschlossene Gas auf Atmo- 
sphärendruck einstellen kann, und dann wieder geschlossen. Sodann 
wird mit einem Gebläse von E aus die CO, aus dem toten Raum zwischen 
Е und A ausgetrieben und danach das Ansatzstück A mit dem Schliff S 
der Waschflasche W F luftdicht verbunden. Die Waschflasche (System: 
Kaliapparat Bender und Hobein, wie für die Absorption der bei der 
Elementaranalyse gebildeten Kohlensäure im Gebrauch) enthält dünne 
(n/10) Natronlauge und dient dazu, beim späteren Einsaugen von Luft 
diese von CO, zu befreien und bei Zimmertemperatur mit Wasserdampf 
zu sättigen. Weiter wird nun das Tonometer am großen Korkstopfen 
erfaßt (eine Berührung und dadurch Erwärmung des Glases mit der 
Hand muß vermieden werden) und mit einem seiner Schlauchenden 
bei E an die Bürette angeschlossen. Darauf. wird zuerst Hahn W in 
Stellung IE gebracht, dann der Hahn des Tonometers an der Ver- 
bindungsstelle und schließlich auch der Hahn H der Bürette geöffnet. 
Der Inhalt der Bürette wird auf diese Weise quantitativ in das evakuierte 
Tonometer eingesaugt. Die Geschwindigkeit des Quecksilberanstiegs 
in der Bürette kann dabei durch die Quetschschraube genau geregelt 
werden. In dem Augenblick, wo das Quecksilber den Dreiwegehahn W 
erreicht hat, wird dieser in Stellung I gebracht und von da ab Luft 
durch die Waschflasche hindurch nachgesaugt. Der letzte Druck- 
ausgleich wird schließlich noch durch kurzes Öffnen des zweiten Tono- 
meterhahnes erreicht. Danach werden beide Hähne am Tonometer 
geschlossen, die Verbindung mit der Bürette wird gelöst und das Tono- 
meter in den Brutschrank gestellt. Vor Einführung des Blutes wird 
das Tonometer mit warmem Wasser in der Thermosflasche auf 380 
gebracht. Die Temperatur hält sich dann während der Dauer des Ver- 
suches konstant. Durch vorübergehendes Öffnen des kurzen Ansatz- 
rohres wird das durch das Erwärmen ausgedehnte Gas wieder auf 
Atmosphärendruck gebracht und zugleich der tote Raum im Ansatz- 
schlauch mit der Gasmischung gefüllt. Durch denselben Schlauch 
wird dann mit einer Spritze 4 bis 5 сот des zu untersuchenden Blutes 
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in das Tonometer eingeführt und im Verlaufe von 10 Minuten mehrfach 
tüchtig geschüttelt. Dabei wird von Zeit zu Zeit, um Druckunterschiede 
auszugleichen, das kurze Ansatzstück vorübergehend geöffnet. Danach 
kann mit einer Pipette durch das lange Ansatzrohr das Blut zur Gas- 
analyse entnommen werden. 

Daß mit dem beschriebenen Verfahren tatsächlich die gewünschte 
CO,-Spannung genau hergestellt werden kann, davon konnten wir 
uns durch Analyse des Tonometergases überzeugen. Statt 40,0 mm 
fanden wir z. B. 40,13 mm, statt 35,0 mm 34,95 mm CO,-Spannung. 

Zu bedenken ist noch, daß das Blut bei der Einfüllung ins Tono- 
meter eine von diesem abweichende CO,-Spannung besitzt und daß 
sich dadurch die Verhältnisse verschieben könnten. Wie schon Morawitz 
und Walker gezeigt haben, spielt das zwar praktisch kaum eine Rolle, 
um jedoch diesen Einwand völlig zu entkräften, haben wir bei unseren 
Untersuchungen das Blut nacheinander in zwei Tonometern mit gleicher 
CO,-Spannung geschüttelt. 

Die Kohlensäureanalysen im Blute haben wir nach der Methode 
von Barcroft und Haldane!) ausgeführt (Brodiesche Lösung als Mano- 
meterflüssigkeit). Nach gehöriger Übung bekamen wir damit zuver- 
lässige Ergebnisse. Besonders wichtig ist dabei, daß man immer bei 
frischer Luft arbeitet. Auch haben wir die zur Kontrolle notwendigen 
blinden Versuche immer doppelt angesetzt, um gegebenenfalls Un- 
stimmigkeiten sofort zu bemerken. 

Als Beispiel für die Genauigkeit der ganzen Methode sei ein Versuch 
mitgeteilt, bei dem wir in demselben normalen Blute, das zwischen- 
durch steril aufbewahrt wurde, zweimal hintereinander die reduzierte 
Wasserstoffzahl aerotonometrisch bestimmt haben. Beim erstenmal 
fanden wir bei A0 mm CO,-Spannung einen Kohlensäuregehalt des 
Blutes von 49,7 und 49,9%, was pu-Werten von 7,319 und 7,321 ent- 
spricht. Das zweitemal ergaben sich bei der gleichen Spannung 50,2 
und 50,0% CO, р betrug also 7,322 und 7,321. 

Bei normalem Menschenblut schwankt py reduz. nach Sonne 
und Jarlöv?) zwischen 7,28 und 7,33, nach Straub und Meier?) zwischen: 
1,30 und 7,42. Bei den wenigen Gesunden, die wir bisher untersucht 
haben, lagen die Werte zwischen 7,30 und 7,33, stimmen also ш mut 
denen früherer Untersucher überein. 

Auch für die reduzierte Wasserstoffzahl wurden bei Gesunden 
Normalwerte gefunden. Bei einer alveolaren CO,-Spannung von 
39,8 mm Hg war z. В. рн reg. 7 33, р reduz. betrug bei diesem Blute, 
wie zu erwarten war, ebenfalls 7,33. 


1) Journ. of Physiol. 28, 232, 1902. 
2) А. а. О. 
3) А. а. О. 
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Auch ein pathologischer Fall!) sei als Beispiel angeführt: Es 
handelte sich um einen zehnjährigen Knaben mit Pulmonalinsufizienz, 
Morbus coeruleus und erheblicher Dyspnoe. Entsprechend den An- 
gaben von Fitzgerald?) war dabei die alveolare Kohlensäurespannung 
erniedrigt, und zwar ganz erheblich. Sie schwankte zwischen 19,0 
und 24,1 mm Hg und betrug zur Zeit der Blutentnahme durchschnittlich 
22,8 mm. рн reg. war dabei 7,27; Py reduz. 7,19. Es bestand also 
bei dem Knaben eine ausgesprochene Azidose, die auch durch die 
verstärkte Atemtätigkeit nicht voll kompensiert wurde. Sie muß 
offenbar auf Sauerstoffmangel in den Geweben bezogen werden. Auch 
über den Verlauf der Kohlensäurebindungskurve dieses Blutes läßt 
sich aus den beiden bestimmten Werten ein hinreichendes Urteil ge- 
winnen. Wir sehen ein ähnliches Verhalten, wie es von Kl. Meier?) 
bei Polycythämie gefunden worden ist. Der Hämoglobingehalt betrug 
128%, und die Zahl der Erythrozyten 8,1 Millionen. 


Zusammenfassung. 


Es wird ein Verfahren angegeben, um Blut auf eine bestimmte 
Kohlensäurespannung zu bringen. Mit Hilfe dieser Methode kann — 
auch mit Venenblut — die reduzierte und, bei Kenntnis der alveolaren 
CO,-Spannung auch die regulierte Wasserstoffzahl nach der Formel 
von Hasselbalch in verhältnismäßig einfacher und in sicherer Weise 
bestimmt werden. 


!) Der Fall wird von Herrn Dr. Ulrich, dem wir auch die klinischen 
Angaben verdanken, an anderer Stelle ausführlich veröffentlicht werden. 

2) Zit. nach Kl. Meier, D. Arch. f. klin. Med. 199, 54, 1919. 

з) D. Arch. f. klin. Med. 129, 54, 1919. 


Kohlensäurespannung und Woasserstoffzahl 
des Arterienblutes in ihren Beziehungen zum Kreislauf, 
insbesondere zum Blutdruck. 


Von 


Rudolf Cobet. 


(Aus den Medizinischen Kliniken in Greifswald und Jena 
und dem Pharmakologischen Institut in Jena.) 


(Eingegangen am 6. Februar 1923.) 
Mit 2 Abbildungen und 2 Kurven im Text. 


Bei Kranken mit Herzinsuffizienz beobachtet man keineswegs 
immer eine Blutdrucksenkung. Auch wenn es sich nicht um primäre 
Hypertonien handelt, werden dabei des öfteren normale oder gar er- 
höhte Blutdruckwerte gefunden, und zwar muß in solchen Fällen die 
Blutdrucksteigerung auf die bestehende Stauung selbst bezogen werden, 
da sie mit Hebung der Herzkraft durch Digitalis wieder zurückgeht. 
Sahli!) hat zuerst auf derartige Zustände aufmerksam gemacht und 
dafür den Ausdruck ‚Hochdruckstauung‘ geprägt. Er führt die Blut- 
druckerhöhung dabei auf die vorhandene Dyspnoe zurück. Seit den 
Untersuchungen von Traube?) ist ja bekannt, daß eine Kohlensäure- 
anhäufung im Blute, wie sie als Ursache der Dyspnoe von Herzkranken 
in erster Linie in Betracht kommt?), durch Reiz auf das Vasomotoren- 
zentrum zur Gefäßkontraktion und somit zur Blutdrucksteigerung 
führen kann. Thiry?) hatte die Verengerung der kleinen Arterien bei 
Kohlensäureeinatmung unmittelbar beobachten können. 

Nun beschränkt sich die Wirkung der CO,-Anhäufung im Blute 
keineswegs auf das Gefäßzentrum, es kommen noch verschiedene 
andere Angriffspunkte am Zirkulationsapparat in Betracht. Gerade 
in neuerer Zeit ist wieder viel über diese Fragen gearbeitet worden. 
besonders auch von seiten englischer Physiologen. 


1) Verh. d. Kongr. f. Innere Med. 19, 45, 1901. 

2) Zentralbl. f. med. Wiss. 2, 36, 1864; 8, 881, 1865. 

3) Lit. bei Kuhlmann, О. Arch. f. klin. Med. 188, 346, 1920. 
4) Zentralbl. f. med. Wiss. 9, 722, 1864. 
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Folgende Möglichkeiten stehen zur Erörterung: 

l. Die Einwirkung der CO, auf die Herztätigkeit, und zwar 
a) auf den Herzmuskel selbst: 
b) auf das Herzhemmungszentrum. 

2. Die Einwirkung der CO, auf die Blutgefäße, und zwar 
a) auf die Gefäße selbst; 
b) auf das Gefäßzentrum. 


Am suspendierten Froschherzen beobachtete W. Straub!) beim Ein- 
bringen in eine Kohlensäureatmosphäre eine negativ inotrope und negativ 
chronotrope Wirkung. Jerusalem und Starling?) fanden am isolierten 
Herzlungenpräparat der Katze bei einem Gehalt der Einatmungsluft von 
2 bis 8% CO, ein vergrößertes Schlagvolumen, bei einem Kohlensäure- 
gehalt von mehr als 12% dagegen- eine Herzerweiterung mit Abnahme 
der Ventrikelkraft. Dabei spielt nach Cathcart und Clark?) die Tiefe der 
angewandten Narkose eine gewisse Rolle. Nur bei oberflächlicher Äther- 
narkose beobachteten sie die Schädigung des Herzens durch Einatmung 
von 12 bis 16%, СО,, bei tiefer Narkose blieb die Amplitude des Herz- 
schlages unverändert. 

Die Pulszahl nimmt im allgemeinen mit steigendem CO,-Gehalt der 
Einatmungsluft ab, zum Teil handelt es sich dabei vielleicht um eine 
periphere Herzwirkung [Jerusalem und Starling *)], im wesentlichen kommt 
aber wohl eine Reizung des Herzhemmungszentrums in der Medulla oblon- 
gata in Betracht [Traube®), Hül und Flack®)]. Bainbridge?) nimmt eine 
direkte Erregung dieses Zentrums durch Verschiebung der H-Ionenkonzen- 
tration des Blutes an. Jedenfalls fand er keine Anhaltspunkte dafür, daß 
etwa zentripetale Reize von den Lungen her oder ein Übergreifen der Er- 
regung des Atemzentrums auf das Herzhemmungszentrum dabei im Spiele 
wären. 

Über die unmittelbare Wirkung der Kohlensäure auf die Blutgefäße 
ist lange Zeit hin und her gestritten worden. Es darf jetzt als sichergestellt 
gelten, daß innerhalb der physiologisch möglichen Grenzen eine CO,-Ver- 
mehrung im Blute eine periphere Gefäßerweiterung bewirkt [Schwarz und 
Lemberger®), Fleisch®), Atzler und Lehmann !%)), und zwar ist die im Blute 
bzw. in der Gefäßwand selbst herrschende Wasserstoffionenkonzentration 
dabei der maßgebende Faktor, wie das von Fleisch sowie von Atzler und 
Lehmann unabhängig voneinander mit Hilfe der Durchströmung abge- 
sonderter Gefäßbezirke mit Lösungen verschiedener Wasserstoffzahl nach- 
gewiesen worden ist. : 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 45, 380, 1901. 

2) Journ. of Physiol. 40, 279, 1910. 

3) Ebendaselbst 47, 393, 1913/1914. 

1) А. а. О. 

5) А. а. О. 

6) Journ. of Physiol. 87, 77, 1908. 

1) Ebendaselbst 54, 192, 1920/1921. 

8) Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 141, 149, 1911. 

э) Zeitschr. f. allgem. Physiol. 19, 269, 1921. 

10) Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 190, 118, 1920; 198, 463, 1922; 
197, 221, 1922. ` 
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Die zentrale Wirkung der Kohlensäureüberladung des Blutes besteht 
nach den bereits erwähnten grundlegenden Untersuchungen von Traube!) in 
einer Erregung des Gefäßnervenzentrums mit folgender Blutdrucksteigerung. 
Neuere Untersuchungen auf diesem Gebiete wurden namentlich von 
Mathison?) angestellt. Er arbeitete unter Anwendung von künstlicher 
Atmung an kurarisierten Katzen, denen vorher Vagi und Sympathici 
durchschnitten und die Großhirnhemisphären abgetragen worden waren. 
Blutdrucksteigerung erhielt er sowohl bei Kohlensäureeinatmung, als auch 
bei Sauerstoffmangel und bei Milchsäureeinspritzung in die Blutbahn. 
Er nimmt daher an, daß eine Änderung der Woasserstoffionenkonzentration 
den Reiz für das Vasomotorenzentrum darstelle. Die Blutdrucksteigerung 
kommt dabei möglicherweise erst auf dem Umwege über die Nebennieren 
zustande, die zu gesteigerter Adrenalinsekretion angeregt werden [von 
Anrep®), Itami*), Kellaway°)]. Übrigens werden auch spinale Gefäßzentren 
nach Mathison!) durch Kohlensäure gereizt, allerdings erst bei wesentlich 
höherer Konzentration. 

Пат“) hat nun untersucht, welchen relativen Anteil diese verschiedenen 
Faktoren an den Kreislaufveränderungen haben, die wir bei Kohlensäure- 
einatmung beobachten. Bei einem CO,-Gehalt der Einatmungsluft bis 5%, 
fand er eine nur geringe Blutdrucksteigerung. Diese muß auf die un- 
mittelbare Herzwirkung bezogen werden, da ein im Phethysmographen 
abgeschlossenes Gefäßgebiet dabei keine deutliche Volumenschwankung 
zeigte. Bei einem höheren Kohlensäuregehalt spielt dagegen die zentrale 
Wirkung aufs Vasomotorenzentrum die wesentlichste Rolle. Eine deutliche 
periphere Gefäßwirkung konnte [tami nicht beobachten. 


Wie sich aus vorstehender Literaturübersicht ergibt, wird von 
den verschiedenen Autoren, soweit sie überhaupt zu dieser Frage 
Stellung nehmen, die Änderung der H-Ionenkonzentration als ausschlag- 
gebender Faktor für die Wirkung der Kohlensäureanhäufung im Blute 
angesehen. Der unmittelbare Beweis für diese Annahme durch Messung 
der Wasserstoffzahl?”) des Blutes ist jedoch bisher — abgesehen von 
der peripheren Gefäßwirkung — nicht erbracht worden. Es ist offenbar 
nur die Wintersteinsche®) Theorie von der Erregung des Atemzentrums 
auch auf andere Zentren des Gehirnes übertragen worden. 


1) А. а. О. 

2) Journ. of Physiol. 42, 283, 1911. 

3) Ebendaselbst 45, 307, 1912/1913. 

4) Ebendaselbst 45, 338, 1912/1913. 

5) Zit. nach Dale und Evans, ebendaselbst 56, 125, 1922. 

$) Ebendaselbst 41, 418, 1910. 

7) Der Ausdruck ‚‚Wasserstoffzahl‘‘ ist von Michaelis als Abkürzung 
für das unbequeme Wort Wasserstoffionenkonzentration eingeführt worden, 
wird aber von Straub und Meier (D. Arch. f. klin. Med. 129, 56, 1919) als 
gleichbedeutend mit рц Wert gebraucht. Um Irrtümer zu vermeiden, 
habe ich daher in vorliegender Arbeit das Wort ‚Woasserstoffzahl‘ nur 
an solchen Stellen anwenden können, wo es auf eine strenge Scheidung 
der beiden Begriffe nicht ankam. 

8) Pflügers Arch. f.d. ges. Physiol. 188, 167, 1911; 187, 293, 1921; 
diese Zeitschr. 70, 45, 1915. 
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Für die uns hier besonders beschäftigende Frage nach dem Wesen 
der Hochdruckstauung wäre aber gerade eine zahlenmäßige Fest- 
stellung der in Betracht kommenden Größenverhältnisse sehr wünschens- 
wert. Ich habe es daher in vorliegender Arbeit unternommen, die bei 
CO,-Anhäufung im Blute auftretende Verschiebung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration messend zu verfolgen und mit den gleichzeitig 
eintretenden Kreislaufänderungen, insbesondere mit den Blutdruck- 
schwankungen, in Beziehung zu setzen. 

Der Plan zu diesen Untersuchungen entstand, auf eine Anregung 
von Herrn Prof. Morawitz hin, bereits in Greifswald, dort wurde auch 
das unten beschriebene Kohlensäureentwicklungsverfahren ausge- 
arbeitet. Die Arbeit selbst wurde in Jena durchgeführt, und zwar 
wurden die Tierversuche im Pharmakologischen Institut, die Blut- 
analysen іп der Medizinischen Klinik gemacht. Herrn Prof. Kionka 
möchte ich auch an dieser Stelle für die Gastfreundschaft in seinem 
Institut bestens danken. Besonderer Dank gebührt ferner den Herren 
Prof. Holste und Dr. Bramigk, die mich bei der Ausführung der Ver- 
suche aufs wirksamste unterstützt haben. 


Als die Untersuchungen nahezu abgeschlossen waren, wurde mir eine 
kürzlich erschienene Arbeit von Dale und Evans!) bekannt. Diese Autoren 
erzeugten durch künstliche Überventilation der Lunge eine Abnahme der 
CO,-Spannung und dementsprechend einen Abfall der [H] des Blutes. 
Dabei trat Apnoe und eine beträchtliche Blutdrucksenkung ein. Wurde 
dieselbe Wasserstoffzahl im Blute aber durch eine NaHCO,-Infusion her- 
vorgerufen, so änderten sich Blutdruck und Atmung nicht in gleicher 
Weise. Dale und Evans schließen daraus, daß nicht die Wasserstoffionen- 
konzentration, sondern der Gehalt des Blutes an freier Kohlensäure maß- 
gebend sei. Über die Beweiskraft dieser Versuche soll hier nicht gestritten 
werden. Es handelt sich um eine Frage, die zwar für den Physiologen von 
grundlegender Bedeutung, für unsere oben erörterte Aufgabe aber weniger 
von Belang ist. Wenn nämlich wirklich die Hochdruckstauung im wesent- 
lichen auf einer Kohlensäureanhäufung im Вице beruht, so sind СО,-Брап- 
nung und Wasserstoffionenkonzentration des Blutes voneinander abhängig 
und müssen immer gleichsinnige Änderungen erfahren. Dasselbe gilt für 
meine Versuchsbedingungen. Sollte allerdings Sauerstoffmangel der aus- 
schlaggebende Faktor für die Entstehung der Hochdruckstauung sein, 
dann würden sich nicht flüchtige Säuren im Blute anhäufen müssen, und 
CO,-Spannung und H-Ionenkonzentration würden sich in einander ent- 
gegengesetztem Sinne verschieben. Aber auch für diesen Fall lassen sich 
aus meinen Versuchen zahlenmäßige Unterlagen gewinnen, um die ver- 
schiedenen für die Kreislaufveränderungen in Betracht kommenden Fak- 
toren in ihren Größenverhältnissen beurteilen zu können. 


Versuchsanordnung. 
Die Versuche wurden an Kaninchen angestellt. Änderungen in 
der Kohlensäurespannung des Blutes wurden dadurch bewerkstelligt, 


1) Journ. of Physiol. 56, 125, 1922. 
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daß der Einatmungsluft wechselnde Mengen von CO, beigemischt 
wurden. Um eine mechanische Beeinflussung der Respiration tunlichst 
zu vermeiden, ließ ich die Tiere mit einer Trachealkanüle ohne Ventile 
aus einem dauernd langsam vorbeistreichenden Luftstrom atmen. Für 
eine längere Versuchsdauer wären dazu große Gasometer zur Auf- 
bewahrung der verschiedenen Kohlensäure-Luftmischungen notwendig 
gewesen. Außerdem schien es mir wünschenswert, während ein und 
desselben Versuches die Kohlensäurekonzentration in beliebiger Weise 
ändern zu können. Das brachte mich auf den Gedanken, die Kohlen- 
säure erst in dem Luftstrom selbst durch Eintropfen von Sodalösung 
in Schwefelsäure zu erzeugen. Die angewandte Versuchsanordnung 
zeigt Abb. 1. 

Der Luftstrom wird entweder aus einer Preßluftbombe (B) ge- 
wonnen oder mit einer Wasserstrahldruckpumpe erzeugt. Seine Ge- 
schwindigkeit wird so geregelt, daß etwa 11% bis 2 Liter in der Minute 
an der Trachealkanüle vorbeistreichen. Die Luft gebt zunächst zur 
Entfernung etwaigen CO,-Gehaltes durch eine Waschflasche (WF) 
mit Natronlauge und dann zur Gasuhr (G), deren Umdrehungen mit 
elektrischem Signal (W Н,) auf der Kymographionschleife (К Tr) auf- 
gezeichnet werden (ein Ausschlag nach je 14, Litern). Sodann wird 
die Luft zum CO,-Entwicklungsapparat (К ЕС) weitergeleitet. Dieser 
besteht aus einem etwa 400 ccm fassenden zylindrischen Glasgefäß, 
das oben durch einen doppelt durchbohrten Gummistopfen geschlossen 
ist. Durch diesen geht neben dem Zuleitungsrohr ein etwa kleinfinger- 
dickes U-förmiges, unten abgeschrägtes Glasrohr (U), das bis zum 
Überlauf mit einer möglichst hochkonzentrierten Sodalösung von 
bekanntem Gehalt gefüllt 1341). Der Apparat selbst enthält zu etwa 
einem Fünftel eine 50proz. Schwefelsäure, die durch die Hähne Н, und 
H, auch während des Versuches erneuert werden kann. Das Zuleitungs- 
rohr, unten zu einer feineren Öffnung ausgezogen, taucht in die Schwefel- 
säure ein, die Luft perlt durch diese hindurch und verläßt bei A den 
Apparat. Sie geht dann durch das Mischgefäß (M) und den Wind- 
ball (W B) zu dem mit der Trachealkanüle verbundenen Vierwegerohr, 
dessen Hauptweg eine Weite von Kleinfingerdicke besitzt, und von 
da noch durch einen etwa 1 m langen, am Ende durch ein Glasrohr 
etwas verengten Gummischlauch ins Freie. Sollte nun Kohlensäure 
geatmet werden, so ließ ich aus der Mariotteschen Flasche (M F) durch 
Öffnen des Quetschhahnes Sodalösung gleicher Konzentration durch 
das Stalagmometer (St) der Röhre U zutropfen. Entsprechend dem 


1) Das Prinzip des Überlaufrohres war mir von früheren Arbeiten 
aus dem Pharmakologischen Institut in Jena her bekannt. Damals war 
es von König (Arch. f. klin. Chir. 99, H. 1, 1913) zur Chloräthyldosierung 
bei Narkoseversuchen angewandt worden. 
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Zufluß fand dann ein Überlaufen der Na,CO,-Lösung statt. Die ein- 
zelnen Tropfen des Stalagmometers wurden mit der elektrischen Zähl- 
einrichtung (TZ und W H,) gleichfalls auf der Kurve vermerkt. Die 





Abb. 1. 


Geschwindigkeit des Zutropfens konnte durch Veränderung des Aus- 
flußdruckes, durch Verschieben der Mariotteschen Flasche, am Be- 
festigungsstativ geregelt werden. Aus der Zahl der Tropfen, die auf 
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eine Gasuhrumdrehung kamen, ließ sich mit nachstehender Formel 
das Volumen (V) der entwickelten und zu 1 1 Liter Luft hinzugemischten 
Kohlensäure und somit der CO,-Gehalt der Einatmungsluft berechnen: 
T .760 
273 . (p — w) 
m = Kubikzentimeter CO, die ein Tropfen Sodalösung ent- 
wickelt (bezogen auf 0° und 760 mm Hg-Druck). 


V=m.z 


z = Zahl der Tropfen. 
T = absolute Temperatur beim Versuch. 
р = Druck (Barometerstand) im Versuch. 


w = Tension des Wasserdampfes bei Т. 

Der Wert m wurde jeweils durch Titration einer bestimmten 
Tropfenzahl der betreffenden Sodalösung bestimmt. Dabei zeigte es 
sich, daß bei ein und derselben Ausflußgeschwindigkeit die Tropfen- 
größe zwar gleich war, bei wechselndem Ausflußdruck ergaben sich 





PE RE 


Abb. 2. 


aber doch Unterschiede von einigen Prozenten. Das machte es not- 
wendig, die Werte für m für die verschiedenen Ausflußdrucke in Form 
einer Eichkurve niederzulegen. Abb. 2 gibt zwei solcher Kurven wieder, 
die mit zwei verschiedenen Stalagmometern und auch verschiedenen 
Sodalösungen gewonnen wurden. Das Stalagmometer der Kurve I 
hatte eine etwas weitere Kapillare und gestattete mit Druckhöhen 
von 70 bis 80 cm Flüssigkeitssäule Mischungen mit einem CO,-Gehalt 
von 2 bis 15%, herzustellen, mit dem wesentlich langsamer tropfenden 
Stalagmometer der Kurve II ließ sich mit den gleichen Ausflußdrucken 
nur eine Konzentration von etwa 8% CO, erreichen. 

Auffallend ist, daß beide Eichkurven gegensinnig verlaufen. Offenbar 
wurde die Tropfengröße von mehreren zum Teil entgegengesetzt wirkenden 
Faktoren beeinflußt. Die Kurven verlaufen anscheinend auch nur in einem 
engen Meßbereich annähernd gradlinig. Веі langsamer Geschwindigkeit 
machen sich besonders Erschütterungen im Raume deutlich durch Ver- 
kleinerung der Tropfen bemerkbar. Durch diese Erörterungen wird die 
praktische Brauchbarkeit der Methode nicht berührt. 

Mit Hilfe der Eichkurve, die für die jeweils benutzte Apparatur 
und Lösung gewonnen war, ließ sich jedenfalls, wie ich mich über- 
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zeugen konnte, die CO,-Konzentration der Einatmungsluft hinreichend 
genau ermitteln. Einen Beleg dafür gibt Tabelle I. Hier sind den mit 
obiger Formel berechneten Werten für den Kohlensäuregehalt solche 
gegenüber gestellt, die durch direkte Analyse von an der Tracheal- 
kanüle entnommenen Luftproben gewonnen wurden. 


Tabelle Г. 
CO,-Konzentration der Einatmungsluft in Prozenten. 


Nach Formel Bei Analyse Nach Formel Веі Analyse Nach Formel Bei Analyse 





berechnet gefunden © berechnet | gefunden berechnet ` ` gefunden 
9,6 9,7 6,1 6,0 46 45 
10,5 106 93 2,1 0,0 0,0 
5.8 6,6 3.7 3,8 14.1 14,0 


Zu bemerken ist noch, daß sich im Tierversuch, besonders bei 
stärkerer Dyspnoe, die Atemschwankungen trotz der Dämpfung durch 
den Windball und den Mischapparat bis in das Kohlensäureentwicklungs- 
gefäß fortpflanzen können. Das gleichmäßige Überlaufen der Soda- 
lösung wird aber dadurch nicht nennenswert beeinflußt. 

Der Blutdruck des Tieres wurde von der einen Karotis geschrieben 
[Manometer nach Frey!)], während die andere unversehrt blieb. Die 
Atmung wurde in der üblichen Weise mit einer Mareyschen Kapsel 
aufgezeichnet, deren Zuleitungsschlauch am Vierwegerohr der Tracheal- 
kanüle gegenüber abzweigte. Bei dieser Anordnung gibt uns die Atem- 
kurve, wie ausdrücklich bemerkt sei, keinen genauen AufschlußB über 
die Größe der Ventilation der Lunge. Die Ausschläge der Mareyschen 
Kapsel sind zwar in der Hauptsache von der Tiefe der Atemzüge ab- 
hängig, daneben spielt aber auch unter anderem deren Frequenz eine 
gewisse Rolle. 

Bei dem an einen solchen Apparat angeschlossenen Kaninchen 
wurden nun von Zeit zu Zeit unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
die Kohlensäurespannung und die Wasserstoffionenkonzentration des 
arteriellen Blutes ermittelt. 

Zur Bestimmung der CO,-Spannung im Blute bediente ich mich 
der Methode von A. und М. Krogh?). Durch einen Seitenweg der 
Trachealkanüle wird — dichtschließend — ein feiner Katheter bis 
zur Bifurkation vorgeschoben. Wie sich aus den Versuchsprotokollen 
ergibt, wird durch diese Maßnahme weder die Atmung noch der Kreis- 
lauf der Tiere nennenswert beeinflußt. Durch den Katheter wird dann 
am Ende einer Exspiration unter Verschluß des Hauptluftweges Gas 
entnommen. Die Kohlensäure der so gewonnenen Alveolarluft steht, 


1) Pflügers Arch. f. а. ges. Physiol. 112, 98, 1906. 
2) Skand. Arch. f. Physiol. 23, 179, 1910. 
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wie А. und М. Kroyh nachweisen konnten, mit dem arteriellen Blute 
in Spannungsgleichgewicht. Die Gasanalysen wurden von Herrn 
Dr. Bramigk mit seiner Bürette!), die zur Gasentnahme unmittelbar 
an den Katheter angeschlossen wurde, ausgeführt. Die Apparatur 
bewährte sich dabei sehr gut. Keine einzige Analyse ging verloren. 
Auf die von A. und M. Krogh benutzte elektrische Abklemmvorrichtung 
konnte verzichtet werden. Am Ende der Ausatmung wurde der Ver- 
bindungsschlauch zwischen Vierwegerohr und Trachealkanüle (s. Abb. 1) 
einfach mit der Hand für einige Sekunden zugedrückt und gleichzeitig 
der Hahn der Bürette zur Gasaufnahme geöffnet. Zur Ausspülung 
des toten Raumes im Katheter wurden zunächst einige Kubikzentimeter 
in den Nebenweg der Bürette geleitet und dann in Abständen von je 
1 Minute (in einigen Versuchen in Abständen von № Minute) die Gas- 
proben zur Analyse in zwei Portionen zu etwa 5 ccm entnommen. Das 
Tier wurde durch diese Maßnahmen nur ganz kurze Zeit beeinflußt. 

Unmittelbar nach der Gasentnahme wurde aus einer Femoral- 
arterie — beide waren für diesen Zweck vorgerichtet — manchmal 
auch aus einem Seitenweg der Karotiskanüle, unter Vermeidung der 
Berührung mit Luft, Blut gewonnen, und zwar anfangs je 7 ccm, später 
je 31, eem. Mit Hilfe von Glasspritzen mit weitem Halse und aufsetz- 
barem Konus, sogenannten Rekordsubstitspritzen, ließ sich das leicht 
bewerkstelligen. Zur Gerinnungshemmung diente Natriumoxalat. 
Das Blut wurde in der Spritze selbst, luftdicht verschlossen, auf Eis 
aufbewahrt. Sauerstoff- und Kohlensäuregehalt wurden nach Haldane 
und Barcroft?) bestimmt. Die Aufbewahrung bis zu 24 Stunden ändert, 
wie ich mich überzeugen konnte, die CO,-Werte nicht. Aus der CO,- 
Spannung und dem Kohlensäuregehalt des Blutes wurde dann nach 
der Formel von Hasselbalch?) die Wasserstoffionenkonzentration des 
arteriellen Blutes, die ‚regulierte‘‘ Wasserstoffzahl berechnet. 

In etwa der Hälfte der Versuche wurde außerdem noch die ‚‚redu- 
zierte Wasserstoffzahl‘‘ bestimmt, und zwar mit einem von Bramigk 
und mirt) modifizierten aerotonometrischen Verfahren. Wegen der 
spontanen Säuerung des Blutes wurden diese Bestimmungen unmittelbar 
im Anschluß an die Versuche gemacht. Durch sterile Aufbewahrung 
auf Eis läßt sich zwar nach H. Straub und Kl. Meier°) die Säurebildung 
im Blute nahezu verhindern, ich bekam aber doch, als ich in einem 
Versuche erst am folgenden Tage die Bestimmungen ausführte, Werte, 
die durchgehend um etwa 0,04 zu niedrig lagen. Die reduzierte Wasser- 


1) Diese Zeitschr., dieses Ней. 

2) Journ. of Physiol. 28, 232, 1902. 
3) Diese Zeitschr. 78, 112, 1917. 

+) Ebendaselbst, dieses Ней. 

5) О. Arch. f. klin. Med. 129, 54, 1919. 
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stoffzahl gibt uns nach Hasselbalch!) Aufschluß über etwaige Verschic- 
bungen im Gehalt des Blutes an nicht flüchtigen Säuren. Daneben 
aber ermöglichte ihre Bestimmung eine Kontrolle der aus der Kohlen- 
säurespannung der Alveolarluft und dem CO,-Gehalt des Blutes er- 
mittelten Werte für die regulierte Wasserstoffzahl. Besonders schön 
zeigt sich das in solchen Fällen, bei denen die CO,-Spannung der 
Alveolarluft zufällig ungefähr 40 mm Hg betrug. So wurde bei Versuch 5, 
Bestimmung 3, bei einer CO,-Spannung von 39,5 mm Hg durch direkte 
Kohlensäurebestimmung im Blute für рн герц. der Wert 7,05 cr- 
mittelt, aerotonometrisch wurde bei 40 mm Hg ein pu-Wert von 7.04 
gefunden. Bei Versuch 8, Bestimmung 1, war die alveolare Kohlen- 
säurespannung 40,7 mm Hg, рн. regul. betrug 7,27, рн reduziert. 
aeronometrisch bestimmt, 7,29. Die Übereinstimmung ist also eine 
gute, da nach Hasselbalch?) bei elektrometrischer Messung auch für 
den Geübten Unterschiede im pe- Wert von 0,03 noch innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode liegen. Auch sonst verhielten sich die 
Zahlen für рн regul. und рн reduziert in der Regel so zueinander. 
wie man es nach den — am Menschen gewonnenen — Kohlensäure- 
absorptionskurven des Blutes von Straub und Meier?) erwarten mußte 
(Ausnahme Versuch 4, Bestimmung 1; bei 31,8 mm CO,-Spannung 
рн regul. = 7,38, рн reduziert = 7,26). 

Eine Narkose der Versuchstiere erwies sich trotz der un- 
erwünschten Nebenwirkungen auf die verschiedenen Zentren doch als 
notwendig, da erfahrungsgemäß jede Unruhe der Tiere starke Blutdruck- 
schwankungen macht. Auf Anraten von Herrn Prof. Holste wählte 
ich Chloralhydrat als Narkotikum. Die Reizbarkeit des Vasomotoren- 
zentrum ist dabei zwar auch wohl herabgesetzt, andererseits aber 
konnte erwartet werden, daß eine stattfindende Erregung bei dem 
durch Chloralhydrat an sich geringen Gefäßtonus um so deutlicher 
in Erscheinung treten würde. In der Regel bekamen die Tiere (von 
2 bis 21, kg Gewicht) dreimal 1,0 Chloralhydrat, und zwar 4W,, 21, 
und Y, Stunde vor Beginn der Operation. Die Narkose war gerade 
ausreichend, die Reflexerregbarkeit jedoch nicht ganz erloschen. Ge- 
legentlich kamen Erregungszustände vor, dann wurde mit der Gas- 
oder Blutentnahme bis zu völliger Wiederberuhigung des Tieres ge- 
wartet. Die letzten drei Versuche wurden aus später ersichtlichen 
Gründen bei Morphiumbetäubung vorgenommen. Nur in einem Falle 
(Versuch 13) wurden die Vagi durchschnitten, sonst blieb das Nerven- 
system tunlichst unberührt. Die Operation nahm meist etwas über 
1 Stunde in Anspruch. Unmittelbar danach begann der Versuch. 

1) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 


2) Ebendaselbst 78, 112, 1917. 
3) Ebendaselbst 89, 156, 1918. 
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Eine Abkühlung des Tieres wurde durch ein elektrisches Thermophor 
verhindert. Im ganzen wurden 17 Versuche angestellt, von denen 
vier technisch mißlangen. 


Ergebnisse. 

Der Besprechung der Ergebnisse seien die Protokolle einiger Ver- 
suche vorausgeschickt. Versuch 8 ist als Beispiel ausführlicher wieder- 
gegeben. ` Bei den Versuchen 4 und 10 sind die Protokolle stark gekürzt. 
Versuche 9 und 11 werden nur graphisch dargestellt. 














Versuch 8. 
26. X. 1922. Barom. 755 mm Hg, Temperatur 15°C. Kaninchen 2,4 kg. 
3 х 1,0 Chloralhydrat. 
Е e Puls Aë Arterienblut | 
Ze nach g.a с. Blutdruck g ОЕ | 
r Z | 4 | Е Eé в! ч der Karotis ж УШ | Sa | | | Bemerkungen 
Operation ке уз БЁН mm Hg SIE О; СО. PH ‚Р 
5 6” 2,383 Er =: ‚ Teg. | А 
< N <= | NS з | Ӯ | a, äh | | 
О} | | 
058 19 — 80] 5 5349 з. — — = 
1 00 1,9 — | Einführung des Trachealkatheters, — — — 
101 19 — 84| 6 51/47 284 4 — — — 
01 —1h06' 1,9 — 1. Gasentnahme 407 — — — 
1h06” 1,9 — 9 7 50/46 284 4 — — — ha — 
1 07 1,9 — 1. Blutentnahme (7,5 cem) — 15,3 44,3 7,29 
1 09 19 — 2 7° 45/42 2883 — — — — 
1 22 19 — 96 9 42/40 284 2 — — — — 
124 Beginn der CO,-Zufuhhr — — — — — — 
| ч 2,1 7,4 96 31 | 42/40 284 2 — — — — сүз geringe 
21 74 64 42 52/49 274 3 — — — — 
131-1034 21. 7.4 2. Gasentnahme ein — — a men 
1835 21746083 5949 24 3 — — — has = 
136 2,1 7,4 2. Blutentnahme (7,5ccem) — 17,6 52,6 7,27 
140 21 7,4 60 36 57/54 2743 — — — — 
141 CO,-Zufuhr unterbrochen — — — — — 
1 42 19 — 160 24 48/46 288 2 — — — 7 
1 54 19 — 184 SCH 44/42 288 2 — SS = 
56 —1h59' 19 — SH Gasentnahme 339 — — — 
200 19 — ||80| 10 42/40 282 — — Ina = 
; г 1,9 — ! 3. Blutentnahme (7, a — 15.4 33,6 7,25: a 
2 05 1,9 — 27/25 ie = | 
2 19 19 Е l 76 А ке Fr ae Bt regungszustand. 
2 21 Beginn er co, -Zufuhr | — — — =. 
2 26 2,1 741156) 23 ` 29/28 Kan т — — — — 
\28—2%30' 2,1 7,4 SC 4. Gasentnahme 583 — — — 
2131' 2,1. 74 481 14 21/19 256 2 — — — Re — я 
2 32 217,4 4. Blutentnahme (7,5 ccm) — 15,6 28,5 7,07 Krämpfe nach 
9 33 21 7,4 18 9] 97 160 д SS? SE ur SCH | Blutentnahme 
2 34 Exitus — — — — — — — — 
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Versuch 1. 


10. X. 1922. Barom. 756mm Hg. Temperatur 12,5°C. Kaninchen 2.3 kg. 


3 x 1,0 Chloralhydrat. 





He. 












































zufuhr а | Puls = Er Arterienblut 
р — == м, 
Zeit nach ; с ; | Blutdruck : ЗЕ 
ве inn | E > Ek Е e der Karotis | S 50 А Bemerkungen 
t EB: в e з = 
Operation |3 15% = FE mmHg 1 ДЕ $8 О; C% Рн Pu 
‚ $ О" = 1338 2 В: 48 | | 
= о <з | N, on, % % 
1h45'—1ħ51"| 2,0) — 148 4 62/56 216 6 31,8 15,3 44,6 7,38 7.26 1h54 Beta 
1h59' 2.0. — 53 8 59/54 26 5 -- TT nahme 7.5 са 
2 00 Beginn der CO,-Zufuhr 
2 10 2,2, 4,7 | 54| 26 ` 64/59 216 5 — — - — — 
2n18'—2h29"| 2,1] 4,7 156! 26 61/57 224 4 44,4 14,8 45.3 7.23 7,24 2529 Выш 
gut ;2,114,7 163 26 48/43. 25404 — = — — ом 
243 | CO,-Zufuhr unterbrochen 
2h55'-3h06’,2,0 — |61 9 44/40 \224 4 33,1 15,2 37,3 7.29 7,23 306 Hack 
3817’ 20 — |1 791 11 | 33/30 216: 3 Ж» ыа лш мое nahme 7.5 ся 
3 18 | ginn der CO,-Zufuhr 
3b25' EEN 2.11 4.7 '78| 52 40/35 '216'2—4 37.1 15,3 28.6: 7,13 7.08 3535 Ce 
3h36’ Versuch abgebrochen ашке а 
Versuch 10. 
4. ХТ. 1922. Barom. 729mm He Temperatur 12°C. Kaninchen 2,3kg. 
3 x 1,0 Chloralhydrat. 
| D le Puls | a Arterienblut 
Zeit nach | gja E S o |, Blutdruck р ` ОЕ ПЕ 
Ве E | = 2. | = BE e in Чы Кане | =. 3: | ER | е Bemerkungen 
Operation 2 |013 658 mmHg (3 Zg gë О: СОг Рн 
1819” |248, Z PETE 25 
a ENT) Я a 
1604 18 — Kc 2 54/50 0\4 — — — 
1 05 1,8: — ' Einfü hrung des Trachealkatheters 
106 18 — KC в 2 53/49 195604 — — — 
1%07'—1812' 1,8, — 51/47 956 4 32,9 14,130,7 7,21 1ь12 Вішезшл 
1һ29' Ges — [а 39/36 256 3 — — — сощ, dabei Blut- 
1 30 Boginn. der CO,-Zufuhr 
1"35'— 10301 1 1,9 11,9152; 17 '61,55—55/51 Ar ну 13,5:41,6 6,92 1h30 Blutentnahme 
1һ41' .1,9:11,9, 48| 15 |59/56—55/52 216 O 35 cum. 
1 42 ‘со, -Zufuhr unterbrochen | 
\һ58'—9Һ02\ 1,8 — ée 3 | 25/22 224 3 9715142226| 7.19 2602° Muer 
сет. 


Exitus kurz nach Blutentnahme. 


Ehe wir auf den Einfluß der Kohlensäureeinatmung eingehen 
können, müssen zunächst die Normalwerte für CO,-Spannung und 


Wasserstoffionenkonzentration des arteriellen Blutes, 


wie man 


sie 


unter den gewählten Versuchsbedingungen findet, festgelegt werden. 
Entsprechende Untersuchungen liegen bereits von Hasselbalch und 
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Lundsgaard!) vor. Die alveolare CO,-Spannung (1 bis 2 Stunden nach 
Operation) schwankt in den Versuchen dieser Autoren etwa von 19 
bis 34 mm Hg und sinkt im Laufe des Versuches bei demselben Tiere 
allmählich ab (z. В. in 11, Stunde von 28 auf 22 шт). Ein ähnliches 
Verhalten hatten vorher schon A. und M. Krogh?) festgestellt. Bei 
meinen Versuchen betrugen die Anfangswerte für die alveolare CO,- 
Spannung meist 30 bis 40 mm Hg. Mit der Zeit fielen sie gleichfalls 
in der Regel etwas, ein Wert von 22mm Hg wurde aber nur in einem 
Falle (Versuch 11) nach dreistündiger Versuchsdauer erreicht. Wahr- 
scheinlich hängen die etwas höheren Zahlen, die ich fand, mit der 
angewandten Narkose zusammen. Bei Hasselbalch und Lundsgaard 
waren die Tiere nicht narkotisiert, auch A. und M. Krogh erwähnen 
von einer Narkose nichts. Ä 

Für рн regul. fanden Hasselbalch und Lundsgaard elektrometrisch 
in 14 Einzelbestimmungen (1 bis 2 Stunden nach Operation) Werte, 
die zwischen 7,15 und 7,49 schwankten, durchschnittlich 7,33. In 
meinen Versuchen lagen die Anfangswerte im gleichen Bereich, sie 
schwankten in den zehn Versuchen mit Chloralhydratnarkose zwischen 
7,21 und 7,38 und betrugen im Durchschnitt 7,28. Besondere Be- 
deutung für die Beurteilung der Versuchsergebnisse hat die von Hassel- 
balch und Lundsgaard beobachtete Tatsache, daß bei gefesselten und 
operierten Tieren die Wasserstoffzahl schon an und für sich mit der 
Zeit eine Verschiebung nach der sauren Seite erfährt. In einem Beispiel 
der Autoren sank in der Zeit von 11, bis 31, Stunden nach der Ope- 
ration рн von 7,28 auf 7,07. Auch bei meinen Versuchen ergaben sich 
ähnliche Verhältnisse. Dabei ist die Säuerung des Blutes im Anfang 
nur gering, sie nimmt erst in der zweiten bis dritten Stunde rasch zu. 
Wie ich feststellen konnte, beruht das offenbar nicht lediglich auf 
einer Änderung in der Erregbarkeit des Atemzentrums, da auch die 
reduzierten pa-Werte einen parallelgehenden Abfall zeigen (man ver- 
gleiche in den Protokollen die bei reiner Luftatmung gewonnenen 
Zahlen). Es handelt sich wohl mehr um die Folgen einer allgemeinen 
Schädigung des Körpers. 

Unter dem Einfluß einer CO,-Einatmung geht natürlich die 
Kohlensäurespannung der Alveolarluft in die Höhe, die СО,- 
Abgabe des Körpers wird zunehmend behindert. Nach Speck?) haben 
bereits bei Einatmung von 7% Kohlensäure Exspirations- und 
Inspirationsluft gleichen CO,-Gehalt und bei 11% kommt es schon 
zum Kohlensäureübertritt in die Gewebe. Веі meinen Kaninchen 
war der CO,-Gehalt der Alveolarluft noch bei einer Kohlensäure- 


1) Skand. Arch. f. Physiol. 27, 13, 1912. 
3) А. а. О. 
3) Zit. nach НШ und Flack, а. а. О. 
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atmunz ія» etwa 10°, deutlich um 1 bis 2°, gegenüber der Inspirations- ` 


| 


| 


inft erhöht. erst bei höheren Konzentrationen war ег gleich oder sogar 
«їп wenig niedriger. Entsprechend der Erhöhung der alveolaren CO, 


Spannung muß auch die Weasserstofionenkonzentration des Blutes 
»teigen, der Wert für рн regul. also ab-inken. Wie aus den Protokollen 
hervorgeht. ist das der Fall. рн reduziert zeigt aber keine entsprechen- 
den Schwankungen, sondern die Werte fallen. unabhängig von der 
Kohlensäureeinatmung, gleichmäßig ab. Das war nicht ohne weiteres 
s-Ibstverständlich. Es wäre durchaus möglich gewesen. daß die unter 
Kohlensäureatmung einsetzende Dyspnoe zu einer Anhäufung von 
organischen Säuren im Blute geführt hätte. wie wir es von starker 
Muskelarbeit her kennen [Morawitz und Walker!). Auf Grund der 
Versuchsergebnisse muß das — wenigstens für die erste Zeit eines 
Versuches — abgelehnt werden. Nur am Schluß der Versuche spielen 
offenbar derartige Vorgänge mit. Wenn nun das Kohlensäurebindungs- 
vermögen des Blutes durch CO,-Einatmung zunächst nicht nennens- 
wert beeinflußt wird, so müßte man die mit einer Erhöhung der alveo- 
laren CO,-Spannung einhergehende Verschiebung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Blutes an der Hand der normalen Kohlen- 
säurebindungskurven (gegebenenfalls mit paralleler Verschiebung der- 
selben) ohne weiteres ablesen können. 

In Tabelle II (Stab 7) sind den während der CO,-Inhalation be- 
stimmten Zahlen für рн regul. diejenigen gegenübergestellt, die sich 
aus der anfänglichen Wasserstoffzahl und den Werten für die Alveolar- 
gasspannung vor und während der CO,-Einatmung auf Grund der — 
für menschliches Blut geltenden — Kurven von Straub und Meier?) 
ergeben müßten. Wie man sieht, ist die Übereinstimmung mit den 
durch Analyse gewonnenen Werten durchaus befriedigend. 

Der Blutdruck ist bei Чег Einatmung von CO, nahezu regelmäßig 
deutlich angestiegen. Eine Beurteilung der quantitativen Beziehungen 
dieser Blutdrucksteigerung zur Änderung der Kohlensäurespannung 
der Alveolarluft und zur Wasserstoffionenkonzentration des Blutes 
ist aber bei den vorliegenden Versuchen durch zwei Umstände er- 
schwert, einmal durch die erwähnte spontane Säuerung des Blutes, 
und mehr noch durch die mit den Blutentnahmen verbundenen Blut- 
drucksenkungen. Immerhin kann man doch unter Berücksichtigung 
dieser Verhältnisse sich ein ausreichendes Urteil bilden. In den Kurven 1 
und 2 sind als Beispiele die Ergebnisse zweier Versuche graphisch 
dargestellt. Die Veränderungen des Blutdruckes durch Blutentziehung 


sind durch entsprechende Verschiebungen der Blutdruckkurven aus- ` 


1) Diese Zeitschr. 60, 395, 1914. 
2) D. Arch. f. klin. Med. 129, 62, 1919; 138. 213, 1922. 
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geglichen. Die Stellen der Blutentnahme sind durch Pfeile angegeben. 
Die Länge des Pfeiles entspricht jedesmal der Gesamtverschiebung 
der Kurve an der betreffenden Stelle. Die pu-Werte sind umgekehrt 
gezeichnet, die hohen Werte liegen unten, die niedrigen oben. Die 
punktierte Kurve entspricht also Verschiebungen des positiven Loga- 
rithmus der [Н], während die gestrichelte Linie die Schwankungen 











a 
ә 
ә 
D | 
| er 


Kurve 2. 


der CO,-Spannung selbst wiedergibt. Beide sind also nicht ohne weiteres 
aufeinander zu beziehen. Wenn trotzdem der Logarithmus und nicht 
die Wasserstoffionenkonzentration als solche für die graphische Dar- 
stellung benutzt wurde, so geschah das aus bestimmten, später ersicht- 
lichen Gründen. Die spontane Säucerung des Blutes kommt in Kurve 1 
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durch Annäherung, in Kurve 2 durch Kreuzung der beiden Linien 
für CO,-Spannung und рн zum Ausdruck, doch sind die Veränderungen 
hier so gering, daß sie für die Beurteilung keine Rolle spielen. 

Als bisheriges Ergebnis stellen wir fest, daß — auch bei den nicht 
graphisch dargestellten Versuchen — CO,-Spannung des Blutes, Loga- 
rıihmus der Wasserstoffionenkonzentration und Blutdruck bei Kohlen- 
säureeinatmung gleichsinnige Verschiebungen erleiden. 

Eine Ausnahme bildet Versuch 6. Веі der ersten CO,-Einatmung 
steigt zwar wie gewöhnlich der Blutdruck an, von der zweiten Blutentnahme 
an aber zeigt sich ein abweichendes Verhalten. Erst bei Unterbrechung 
der Kohlensäurezufuhr erholt sich der Blutdruck etwas, um bei erneuter 
CO,-Einatmung wieder abzusinken. Auch die regulierte Weasserstoffzahl 
ist nach Aussetzen der CO,-Zufuhr auffallenderweise niedrig geblieben. 
Ich nehme an, daß hier eine Schädigung des Tieres vorgelegen hat. Die 
Kohlensäureatmung hatte besonders lang (№ Stunde) gedauert, auch die 
schlechte Narkose mag eine Rolle gespielt haben; das Tier war jedenfalls 
des öfteren sehr unruhig gewesen. Ähnlich fiel auch Versuch 13 aus. Bei 
der ersten Kohlensäureatmung zeigte sich normales, bei der zweiten dagegen 
ungewöhnliches Verhalten. Auch hier war die spontane Säuerung des Blutes 
auffallend stark. | 

In Tabelle II sind nun die Ergebnisse verschiedener Versuche 
miteinander in Beziehung gesetzt, und zwar sind die Differenzen in 
den Werten für CO,-Spannung, р regul., Blutdruck und Pulszahl 
vor und während der Kohlensäureeinatmung nebeneinander gestellt. 
Bei jedem Versuche ist wegen der schon mehrfach erwähnten, später 
einsetzenden spontanen Blutsäuerung und wegen der Beeinflussung 
durch die Blutentziehungen nur die erstmalige CO,-Anwendung berück- 
sichtigt. Als Anfangsblutdruckwert ist immer der letzte, unmittelbar 
vor der CO,-Zufuhr bestimmte, in Rechnung gesetzt. Wir sehen, daß 
größeren Differenzen zwischen den CO,-Spannungen auch stärkere 
Blutdruckzunahmen entsprechen, doch gehen die Werte nicht einander 
parallel, sondern die Blutdruckzahlen bleiben mehr und mehr zurück. 
Die Differenzen aus den p -Werten verhalten sich dagegen bei den 
verschiedenen Versuchen im großen und ganzen umgekehrt proportio- 
nal zu den Blutdruckdifferenzen. Einem Sinken von Du um 0,1, 0,2 
und 0,3 entspricht ungefähr eine Blutdrucksteigerung von 9, 18 und 
27 mm Hg. Das macht bei einem durchschnittlichen Anfangsdruck 
von rund 50 mm Hg Unterschiede von etwa 18, 36 und 54%. 

Anscheinend geben also die Differenzen der Logarithmen aus den 
Wasserstoffionenkonzentrationen die Blutdruckschwankungen besser 
wieder als die Unterschiede der [Н’] selbst und der sie bedingenden 
und ihr parallel laufenden CO,-Spannungen des Blutes. Daraus etwa 
bindende Schlüsse über den Ablauf der sich abspielenden Vorgänge 
zu ziehen (logar. Funktion ?), scheint mir aber bei der geringen 
Anzahl der Versuche und den nur groben Ausschlägen noch nicht 


6* 
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Versuch 6. 


16. X. 1922. Barom. 755 тт Hg. Temperatur 17°C. Kaninchen 2,0 Кр. 
5 3 х 1,0 Chloralhydrat. 








zufuhr | Atemzüge Puls = Arterienblut 
i те = к= > Я = 
Zeit nach u ш u !„ё Blutdruck en, A За 
: ә = о Ka in d © v | 
санад ЕЕ Karotis 3 $p ЕЕ dë сй a Bemerkungen 
£ z in mm Hg ZE Е ВЕ | A S Е 
БЕ ДЕ ЕЕ ф Яш ЕЕ ЕЕ 2 Жет 
58 м < e 4 5131 Е Е 
SE g CT A | Й | 
1 Im 1516" 2,0 — 74 3 4638 188 8 311 13.1 | 31,3 7,25 7,19 1016 Выка 
1264 20 — ‘80, 3 45 38 192 7. н | nahme 7.5 cos 
128 ` Beginn der CO,-Zufuhr | Mehrmals Ни 





66 96 39, 61/52 1216 9’ 














| gungszus 
141-1 47" 2,1 17: 47 Вішгсоь 
1 55, 6,6 100 381 98/91 [199 7 BER 
1 58 со, -Zufuhr unterbrochen 
2Һ16'—2' 93'°2,0 — |158 17 " 37/33 216; 4 17.3 7,01 6 ‚95 2h 2° Blutent: 
2h33’ 20 — |112 13 ` 28/24 232 4 nahme 7.5 соя 
2 35 ` inn der CO,-Zufuhr 
2 46' 2,2: 6,6 |; 80! 14 19/16 1196 3 
2h Exitus nach Blutentnahme 











erlaubt zu sein. Auch ist zu bedenken, daß die Verhältnisse durch 
eine direkte Herzwirkung oder durch periphere Gefäßwirkung der СО, 
beeinflußt sein könnten. 


Über die direkte Herzwirkung der Kohlensäure läßt sich nach 
meinen Versuchen nichts Sicheres aussagen. Sie kommt nach Itami?) 
j& besonders bei einer CO,-Konzentration der Einatmungsluft unter 
5%, zum Vorschein. So niedrige Konzentrationen wurden aber nur 
in Vorversucben angewandt und, da die Ausschläge die Fehlerauellen 
kaum überstiegen, später nicht mehr benutzt. Bei geringem CO,- 
Gehalt der Einatmungsluft konnte ein Einfluß auf die Pulsamplitude 
nicht bemerkt werden, die Pulszahl blieb gleich oder war etwas be- 
schleunigt. Bei Konzentrationen über 7% trat aber regelmäßig eine 
Pulsrerlangsamung ein, die bei starkem CO,-Gehalt recht beträchtlich 
war (Tabelle II). Die Pulsamplitude war dabei zum Teil erheblich 
vergrößert. Beides ist wohl auf zentrale Vagusreizung zu beziehen. 


An den peripheren Gefäßen müßten nach den Untersuchungen 
von Fleisch?), sowie von Atzler und Lehmann?) die von mir beobachteten 
Verschiebungen der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes er- 
weiternd wirken. Fleisch gibt als Schwellenwert für die vasodilate- 
torische Wirkung ein Absinken des p der Durchströmungsflüssigkeit 
um 0,3 an, Atzler und Lehmann bekamen schon bei Differenzen von 


1) А.а. О. — ?) А.а. О. — 3) А. а. О. 
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0,21 an Ausschläge. Meine Werte liegen also gerade noch im Wirkungs- 
bereich. Nun ist aber nach meinen Untersuchungen das Vasomotoren- 
zentrum gegenüber Änderungen von p offenbar wesentlich empfind- 
licher als die Gefäße selbst, der Schwellenwert liegt unter 0,1. Eine 
allgemeine Blutsäuerung wird demnach durch Vasomotorenreiz zur 
Gefäßverengerung führen müssen. Die durch Vergrößerung der [H] 
dilatierten Gefäße bleiben jedenfalls nach Fleisch!) auf physiologische 
konstriktorische Reize noch voll ansprechbar. Die periphere Gefäß- 
wirkung der Säuren kommt bei allgemeiner Blutsäuerung also gar 
nicht zur Geltung, ihre physiologische Bedeutung liegt vielmehr 
darin, daß auf eine lokale Säurebildung (Kohlen- und Milchsäure im 
arbeitenden Muskel) eine auf den betreffenden Bezirk beschränkte 
Gefäßerweiterung eintritt. 

Daß die Erregung der Zentren im Gehirn bei der Kohlensäure- 
einatmung wirklich durch die Blutveränderungen und nicht etwa 
reflektorisch durch zentripetale Nerven zustande kommt, ist für 
das Vasomotorenzentrum, wie erwähnt, bereits durch Traube?) und 
später durch Mathison?), für das Herzhemmungszentrum von Bain- 
bridge*) mit Nervendurchschneidungsversuchen nachgewiesen worden. 
Auch meine Ergebnisse sprechen durchaus in diesem Sinne. Daß kein 
im Vagus zentripetal verlaufender Reiz in Frage kommt, zeigt der 
Versuch 13 (Tabelle II), bei dem der Nerv beiderseits durchschnitten 
war. Gegen eine reflektorische Erregung spricht ferner die bereits 
von Hill und Flack’) betonte und auch von mir beobachtete Tatsache, 
daß die Veränderungen im Kreislauf deutlich später in die Erscheinung 
treten als die Erregung des Atemzentrums. In Versuch 5 zeigte sich 
schließlich noch eine auffallende Unabhängigkeit der Blutdruck- 
steigerung von Veränderungen der Atmung. Веі dem betreffenden 
Tiere bestand von vornherein aus unerklärlichen Gründen eine merk- 
würdig langsame, tiefe Atmung (22 Atemzüge in der Minute) und 
etwas Trachealrasseln. Bei Einatmung von 7,5%, Kohlensäure zeigte 
nun die Respiration keine sichtbaren Veränderungen, Blutdruck- 
steigerung und Pulsverlangsamung traten aber in der üblichen Weise 
ein (s. Tabelle II). 

Fassen wir die bisherigen Ergebnisse zusammen, so läßt sich 
folgendes sagen: Sowohl das Gefäßzentrum als auch das Herzhemmungs- 
zentrum werden durch Erhöhung der Kohlensäurespannung bzw. durch 
Vermehrung der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes in Erregung 
verseizt. Welcher von diesen beiden Faktoren ausschlaggebend ist, läßt 
sich auf Grund von Kohlensäureeinatmungsversuchen nicht entscheiden. 
Es wirkt also derselbe Reiz, der die Atmung erregt, auch auf die anderen 


1) А. а. О. — 3) А.а. О. — ?)А. а. О. — 4) А. а. О. — 5) А. а. О. 
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Zentren т der Medulla oblongata. Nur sind die letzteren entschieden 
weniger empfindlich als das Atemzentrum. Erst Verschiebungen der 
pau-Werte um fast 0,1 machen deutliche Kreislaufveränderungen, 
während die Atmung bekanntlich schon auf kaum nachweisbare Unter- 
schiede der [H’] reagiert. Die Kreislaufwirkung tritt, wie schon erwähnt, 
auch regelmäßig später ein und klingt bei Unterbrechung der Kohlen- 
säurezufuhr entsprechend früher ab. 

Der Entscheidung der Frage, ob CO,-Spannung oder Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Blutes für die Erregung der Zentren maßgebend 
ist, suchte ich durch Säureeinspritzung in die Blutbahn näher zu kommen. 
Nach dem Vorgange von Mathison injizierte ich in Versuch 14 dem Tiere 
zunächst 2 ccm п/15 Milchsäure in die Vene. Im Gegensatz zu Mathison 
fand ich dabei keinen Blutdruckanstieg, sondern nur eine gering- 
gradige und kurzdauernde Senkung, auch die Atmung war nur ganz 
vorübergehend ein wenig vertieft. CO,-Spannung und рн - Wert, 
2 Minuten später bestimmt, waren kaum verändert (s. Protokoll). 
Worauf das abweichende Ergebnis von Mathison beruht, vermag ich 
nicht zu entscheiden. Eine Berechnung mit Hilfe des einfachen Blut- 
modells nach Michaelis!) ergibt, daß mit der angewandten Säuremenge 
gar keine nennenswerte Verschiebung der рн erzielt werden kann. 
Auch 6ccm п/15 Milchsäure hatten noch keine deutliche Wirkung 
auf den Blutdruck. Die beobachtete Blutdrucksteigerung kann hier 
rein mechanisch bedingt sein. Das Atemzentrum wurde allerdings 
vorübergehend gereizt (eine nachfolgende CO,-Einatmung hatte bei 
dem betreffenden Tiere die übliche Wirkung). Um durch Säure- 
einspritzung eine länger dauernde wesentliche Verschiebung von Py 
zu erzielen, müssen schon beträchtliche Mengen angewandt werden 
[Michaelis?2).. Die Einspritzung von 6 сст n-Milchsäure hatte aber 
bei einem anderen Tiere den sofortigen Tod zur Folge. Ich gab daher 
zunächst weitere Versuche in dieser Richtung auf. 

Zum Schluß habe ich noch drei Versuche (15, 16, 17) angestellt, 
bei denen als Narkotikum eine kleine Morphiumgabe verabfolgt wurde, 
und zwar wurden jedesmal 0,03 g Morphium hydrochloricum 1%, Stunden 
vor Beginn der Operation subkutan injiziert. Ein kurzer Auszug der 
Versuchsprotokolle sei wiedergegeben. 

Die Herabsetzung der Empfindlichkeit des Atemzentrums zeigt 
sich bei diesen Versuchen deutlich durch besonders hohe Anfangswerte 
der CO,-Spannung der Alveolarluft. Die Erhöhung beträgt etwa 10 
bis 15mm Hg und müßte nach unseren bisherigen Erfahrungen den 
Py-Wert des betreffenden Tieres um etwa 0,1 herabgesetzt haben. 


1) Die Wasserstoffkonzentration. Verlag Springer, 1917. 
?) Zit. nach Arnoldi, Zeitschr. f. exper. Pathol. u. Ther. 18, 298, 1918. 
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Versuch 14. 


13. XI. 1922. Barom. 747mm Hg. Temperatur 15°C. Kaninchen 2,2kg. 
3 x 1,0 Chloralhydrat. 












































euch: Atemzüge | Риз EI Arterienblut | 
| а eege, ое 
а, $ , & E v ER , in der P S E al ы Bemerkungen 
Operation aa) Ze НЕЕ „Kante ЕЕ ДЕ 155 
sā а шр ЕЕ 2508 
"BE ST 48589 3 DER 
Е 19 N <$ | | s ý 
— — Ee sa? =. u“ Eege Seege SE Fe nn EE EE EE — — 
0357. 159”. 14, — 76 3 66,51 248! 5 |39, 3115,8 4,2 Bt 159 Blutentnahme 
a Lé 78 5 ү 5349 1959 4 | — — 3,5 сс 
213 14 — | 2 cem 15 п Milchs. ees | выме паа ваг 
42517 14 —,78 6 5248 2521 4 396149 132 7,27 | 30/8 gesunken, dan 
2519 5 254 4 EA [кь 15 Sek wieder 
| | | | | | gleichmäß.,wie zuvor. 
2 30 n — е 6 ` 48.45 252 3 ү” == == ja 1o „Blutentnahme 
2 31 | la — бест 15/0 Milchs. intravends | | Kurze Bi ee 
№32" 2534.14 — |70 10-6, 60/55 (248 5 '36,0 13:8 38.0’ 7,26 |2437 ета 
248 |14 — 797, 51 41 1060 4 — ‚5 ссш. 
249 | ' ' Beginn der СО;- Zufuhr | 
b51’--2656’ 1,5] 9,8 | 48° 16" 84 76 "200! 8 :71,5 14,0 64 7,02 126 56° Blutentnahme 
Be 115 98 50, 15 770 936 5 – | — | | 5em. 
, СО. -Zufuhr unterbrochen | 


59 | 
ена SR: 1,5 | 62! 5| 25/21 19481 4 123,9113,2 191 7,17 el 16’ Blutentnahme 
3h27° Exitus \ | | 35 em 


| 
| i | | 


Im Versuche 16 finden wir denn auch einen Wert für pu regul. von 
7,20, der also an der unteren Grenze der bei Chloralhydratnarkose 
beobachteten Zahlen liegt. Gerade in diesem Falle war aber die Mor- 
phiumwirkung entschieden am wenigsten ausgesprochen, das Tier war 
vielmehr noch so lebhaft, daß es sich losgerissen hat. Auch die Ver- 
langsamung der Atmung war bei weitem nicht so ausgesprochen wie 
bei den anderen Morphiumversuchen 15 und 17. Trotzdem lagen 
bei letzteren die pu-Werte auffallend hoch, sogar höher als die Durch- 
schnittszahl bei Chloralhydratnarkose. Das könnte einmal daran liegen, 
daß gerade bei diesen beiden Tieren der Alkalibestand des Blutes ein 
besonders großer gewesen ist!), andererseits könnte es sich aber auch 
um eine vermehrte Ausscheidung saurer Valenzen unter der Morphium- 
einwirkung gehandelt haben. Die letztere Annahme fände in Unter- 
suchungen von Endres?) eine Stütze. Dieser beobachtete, daß bei 


1) In einer kürzlich erschienenen Arbeit (Z. f.d. ges. exper. Med. 29, 
596, 1922) berichten Beckmann und Kl. Meier, daß bei Kaninchen unter 
dem Einfluß verschiedener Ernährung die aktuelle Reaktion des Blutes 
innerhalb relativ weiter Grenzen schwanken kann. Meine Versuchstiere 
waren gleichmäßig ernährt, und zwar bekamen sie eine Mischkost aus Heu, 
Runkeln und Kartoffelschalen. 

2) Diese Zeitschr. 182, 220, 1922. 
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Versuch 15. 
23. XI. 1922. Barom. 764mm Hg. Temperatur 14°C. Kaninchen 2,5kg. 
OPPER hydrochloricum 0,03 subkutan. 
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Versuch 16. | 
25. ХТ. 1922. Barom. 762mm Hg. Temperatur 14,5°C. Kaninchen 2,5kg. 
OR hydrochlorieum 0,03 subkutan. 
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Morphiumdarreichung (ebenso auch im Schlafe) рн des Harnes sich 
deutlich nach der sauren Seite hin verschiebt. 

Die sonst beobachtete spontane Säuerung des Blutes trat bei den 
morphinisierten Tieren nieht in die Erscheinung. Vergleicht man in 
den Versuchen 15 und 17 die bei reiner Luftatmung gewonnenen Zahlen, 
so findet man zwar wie sonst einen Abfall der alveolaren CO,-Spannung, 
die ?,]-Werte aber steigen ein wenig. Das hängt wahrscheinlich mit dem 
Nachlassen der Morphiumeinwirkungzusammen. Auch dieVerlangsamung 
der Atmung geht, wenigstens in Versuch 17, mit der Zeit deutlich zurück. 
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Versuch 17. 
29. XI. 1922. Barom. 747mm Hg. Temperatur 13°C. Kaninchen 2,0 kg. 
Morphium Ben 0,03 subkutan. 
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Die Verschiebungen der Wasserstoffzahl des Blutes durch Kohlen- 
säureeinatmung waren — wohl wegen der hohen Anfangswerte der 
CO,-Spannung — bei den morphinisierten Tieren ein wenig geringer 
als in der Chloralhydratnarkose. Blutdruck und Pulszahl verhielten 
sich zu den regulierten p -Werten wie sonst. Ein deutlicher Unter- 
schied in der Beeinflussung durch die beiden Gifte ließ sich somit 
beim Vasomotoren- oder Herzhemmungszentrum nicht nachweisen. 

Bei allen Versuchen wurden auch Sauerstoffbestimmungen im arte- 
riellen Blute gemacht und normale Werte gefunden. Bei der Kohlensäure- 
einatmung stiegen sie durch die verstärkte Atemtätigkeit [vgl. Filehne und 
Kionka!)] meist etwas an, doch kam auch gelegentlich das Gegenteil vor. 
Die Ausschläge waren nicht groß. Da zudem zuweilen unaufgeklärte Un- 
stimmigkeiten bei den ÖO,-Analysen beobachtet wurden, muß auf eine 
Erörterung der Befunde verzichtet werden. (Auffallend hoch sind die 
O,-Werte bei dem morphinisiertem Tiere in Versuch 15.) 

Ist es nun möglich, die hier im Tierversuch gemachten Beob- 
achtungen auf die Verhältnisse beim kranken Menschen zu übertragen ? 


1) Pflügers Arch. f. d. ges. Physiol. 69, 201, 1895. 
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Können wir insbesondere auf Grund der vorstehenden Ergebnisse 
durch Untersuchung der CO,-Spannung und der Wasserstoffzahl 
des Blutes bei Herzkranken dem Wesen der Hochdruckstauung näher- 
kommen ? An und für sich ist natürlich ein derartiges Vorgehen immer 
eine mißliche Sache, wir haben aber schon gesehen, daß die Kohlen- 
säurebindungskurve menschlichen Blutes im wesentlichen auch beim 
Kaninchen anwendbar war. Die Veränderungen im Blute sind also 
wohl vergleichbar, ob das auch für die Erregbarkeit der Zentren gilt, 
bleibt abzuwarten. Untersuchungen in dieser Richtung sind beab- 
sichtigt. 

Straub und Meier!) fanden bei Herzinsuffizienzen die reduzierte 
Wasserstoffzahl normal, die Kohlensäurespannung der Alveolarluft war 
in einem Teil der Fälle auch normal, bei anderen aber abnorm hoch. 
Einmal wurde ein Wert von 51,7 mm Hg beobachtet, was eine Herab- 
setzung von фн regul. um etwa 0,08 bedeutet. Der Schwellenwert 
für die Erregbarkeit des Gefäßzentrums (beim Kaninchen) würde 
damit eben erreicht worden sein. Dabei ist noch zu bedenken, daß 
die von Straub und Meier angewandte Haldanesche Methode?) der 
Alveolargasbestimmung bei kardialer Dyspnoe eher zu niedrige Werte 
liefert [vgl. Siebeck®)]. Über die Blutdruckverhältnisse der untersuchten’ 
Kranken sind leider keine Angaben gemacht. 

In der sogenannten ‚‚geschlossenen Alveolarluft‘‘ [Methode Plesch *)], 
die mit dem Körpervenenblut im Gleichgewicht steht, beobachteten Porges, 
Leimdörfer und Markovici®) bei dyspnoischen Herzkranken in der Regel 
eine Herabsetzung der CO,-Spannung, was eher für eine Sauerstoffmangel- 
dyspnoe sprechen würde. Wie sich in diesen Fällen die regulierte Wasser- 
stoffzahl des Arterienblutes verhalten hat, ist schwer zu beurteilen. 

Sollte es sich herausstellen, daß die Erregung der Vasomotoren 
bei der Hochdruckstauung durch eine Änderung der CO,-Spannung 
oder der Woasserstoffzahl des Blutes nicht erklärt werden kann, so 
wären noch örtliche Kreislaufstörungen im Zentrum selbst in Betracht 
zu ziehen. Am Atemzentrum sollen jedenfalls nach Straub und Meier®) 
derartige Veränderungen bei einer bestimmten Form der Dyspnoe 
Nierenkranker eine Rolle spielen. 


Zusammenfassung. 
Es wird ein Verfahren angegeben, mit dem man im Tierversuch 
in einem der Trachea zur Einatmung zugeleiteten Luftstrom durch 


!) D. Arch. f. klin. Med. 125, 477, 1918. 

2) Journ. of Physiol. 88, 225, 1905. 

3) D. Arch. f. klin. Med. 107, 251, 1912. 

4) Zit. nach Porges, Leimdörfer und Markorici. 
5) Zeitschr. f. klin. Med. 77, 446, 1913. 

в) D. Arch. f. klin. Med. 188, 208, 1922. 
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Eintropfenlassen von Sodalösung in Schwefelsäure eine Kohlensäure- 
konzentration von bestimmbarer Größe erzeugen kann. 

. Eine durch Kohlensäureeinatmung hervorgebrachte Erhöhung der 
CO -Spannung und der Wasserstoffionenkonzentration des Arterien- 
blutes bewirkt durch Reizung des Vasomotoren- und des Herzhemmungs- 
zentrums ein Ansteigen des Blutdruckes und eine Pulsverlangsamung. 
Ob dabei die Kohlensäurespannung oder die Wasserstoffionenkonzen- 
tration der maßgebende Faktor ist, kann mit СО,- Einatmungsversuchen 
nicht entschieden werden. 

Es besteht anscheinend eine einfache Beziehung zwischen den 
Veränderungen des Blutdruckes und denen des regulierten pn-Wertes. 

Als Schwellenwert für die Erregung des Gefäßzentrums wurde 
bei Kaninchen eine Differenz in den CO,-Spannungen von 10 bis 
15 тт Hg bzw. eine pa-Differenz von knapp 0,1 ermittelt. Die Zahl 
ist also niedriger als die Schwellenwerte, die Fleisch, sowie Atzler und 
Lehmann für die periphere Gefäßwirkung (Vasodilatation) der Wasser- 
stoffionen angegeben haben. Das Atemzentrum ist jedoch gegen eine 
Verschiebung der Wasserstoffzahl erheblich empfindlicher als das 
Vasomotorenzentrum. 

Um den Schwellenwert zu erreichen, ist beim Kaninchen ein 
(Us Gehalt der Einatmungsluft von etwa 5%, und darüber erforderlich. 

Durch eine kurzdauernde Kohlensäuredyspnoe wird bei aus- 
reichender Sauerstoffzufuhr die reduzierte Wasserstoffzahl des Blutes 
nicht nennenswert geändert. 


Die Ferrieyanidmethode zur Blutzuckerbestimmung. 11. 


Von 
H. C. Hagedorn und B. Norman Jensen. 


(Aus dem Privatlaboratorium des Verfassers in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 14. November 1922.) 


Vor kurzer Zeit publizierten wir in dieser Zeitschrift eine Mikro- 
methode zur Blutzuckerbestimmung mittels Kaliumferrieyanid, sowie 
auch einige Kontrolluntersuchungen um die Präzision der Methode 
festzustellen. Hier sollen nun weitere Untersuchungen mitgeteilt 
werden, und zwar teils über die Genauigkeit der Probenahme, teils 
auch über den durch die sogenannte Restreduktion bedingten systema- 
tischen Fehler der Resultate. 


Die Probenahme. 

Zum Abmessen des Blutes benutzen wir ausschließlich Pipetten 
von 0,1 ccm, die bis zur Marke eine Länge von 10 bis 12 ст bei einer 
tesamtlänge vor etwa 20cm haben. Die Kalibrierung der Pipetten 
wird folgendermaßen ausgeführt : 

Mit der zu kalibrierenden Pipette wird 0,1 ccm n:10 Kaliumjodat- 
lösung abgemessen und іп lOccm Wasser eingetan : nach Zusatz von 
Säure und Kaliumjodid in gewöhnlicher Weise wird das freigemachte 
Jod mit n 200-Thiosulfatlösung titriert. Ein Teil derselben Jodat- 
lösung verdünnt man dann mittels geeichter Meßgeräte bis auf n,200 und 
mißt mit ebenfalls geeichter Pipette genau 2ccm ab, die auch in 10ссш 
Wasser eingetan und mit derselben Thiosulfatlösung wie früher titriert 
werden. Eine eventuelle Differenz zwischen den beiden Titrierungen 
kann dann, vorausgesetzt, daß die übrigen Meßgeräte genau waren, 
nur von einem Kaliberfehler der Karillarpipette und der Unsicherheit 
der Titrierung herrühren, und diese Unsicherheit läßt sich durch 
mehrere Wiederholungen der Bestimmung leicht bis auf weniger als 
Lia Za, d. h. bis auf eine Größe, die vernachlässigt werden kann, 
herabdrücken. 
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Gewöhnlich nimmt man das Blut am besten von dem lob. auric. 
Man macht hier einen etwa 3cm langen Hautschnitt, von welchem 
das Blut spontan oder durch ganz leisen Druck hervorquillt und 
gleich in die Pipette aufgenommen wird. Es ist zu empfehlen, die 
Pipette nach dem Gebrauch gleich auszuspülen und nach Ausschleudern 
des Wassers hinzustellen. Die zurückgebliebene Wasserschicht, die, 
wie mehrere Kontrolluntersuchungen lehren, keinen Fehler bedingt, 
erleichtert das Einsaugen des Blutes, so daß dasselbe durch passende 
Neigung der Pipette allein durch die Schwere erfolgt. 

Als Beispiel der Genauigkeit sei hier eine Reihe von Doppel- 
bestimmungen wiedergegeben, die teils an Normalen, teils auch an 
Diabetikern ausgeführt worden sind. 

0,153 0144 0100 0,098 0,094 0,123 0107 0,192 0201 0,134 

0.153 0,146 0,102 0,102 0,096 0,124 0,109 0,196 0203 0,136 

Zahlreiche Erfahrungen haben übrigens erwiesen, daß die Ab- 
weichung sehr selten 0,004 %, überschreitet. 

Im Hinblick auf die sogenannten Funktionsproben ist ferner 
untersucht worden, inwiefern das Blut von einem einige Stunden 
alten Schnitt entnommen werden darf, und weiter, ob das Aus- 
pressen des nicht spontan ausströmenden Blutes den Zuckergehalt 
desselben beeinflußt. Die Ergebnisse waren die folgenden : 


Glucose Prozent. 


E а О 


Das Blut von einem 12 Stunden | | 
alten Schnitt entnommen . . . | 0,083 | 0.082. 0.078 0,100 | 0,083 
Das Blut mit Gewalt von einem ! | | | 





0,080 











minimalen, frischen Schnitt aus- | | Ä | | 

рерге. ..........| 0,083 ' 0,085 0,076 0,100 | 0,085 | 0,082 
Das Blut freiwillig von einem fri- ' | | 

schen Schnitt ausgeströmt . .. 0,087 | 0,083 | 0,074 | 0,101 ! 0,083 | 0,085 


Die Restreduktion. 

Bei allen Reduktionsmethoden zur Blutzuckerbestimmung muß 
man darauf aufmerksam sein, daß nicht nur der Zucker, sondern 
auch andere reduzierende Stoffe, z. В. Harnsäure, Kreatinin, im 
Blute vorkommen. Die durch diese Substanzen bedingte Reduktion 
wird gewöhnlich die Restreduktion genannt, und es ist zu erwarten, 
daß diese Restreduktion bei verschiedenen Blutproben, je nach Tier- 
gattung und variierenden physiologischen Bedingungen, eine ver- 
schiedene ist. 

Weiter muß man bedenken, daß die Restreduktion sich verschieden 
geltend macht, je nachdem man das eine oder das andere Oxydations- 
mittel für die Zuckerbestimmung bzw. verschiedene Fällungsmittel bei 
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der Enteiweißung des Blutes benutzt. Wenn man den Zucker- 
gehalt einer Blutprobe mittels verschiedener Methoden bestimmt, 
muß ein Unterschied, der den Versuchsfehler überschreitet, auf eine 
verschiedene Empfindlichkeit der Methoden den restreduzierenden 
Substanzen gegenüber zurückzuführen sein. 

Von dieser Betrachtung ausgehend, haben Æge und Rasmussen'!) 
die Restreduktion bei der von Еде?) modifizierten I. Bang schen 
Methode?) und bei der Ferricyanidmethode verglichen und dabei 
die Restreduktion etwas größer (durcchschnittlich 0,005 % als Glucose 
berechnet) gefunden, wenn sie das Blut von Ochsen oder Kaninchen 
verwendeten, während sie bei der Untersuchung von Menschenblut 
keinen Unterschied konstatieren konnten. 

Die genannten Autoren haben ferner die relative Empfindlich- 
keit der beiden Methoden Kreatinin und Harnsäure gegenüber unter- 
sucht und dieselbe bei der Ferricyanidmethode größer als bei der 
Methode Bang-Ege gefunden. (Vielleicht macht sich hier eine Aus- 
fällung der Harnsäure als Kuprourat geltend; eine solche würde das 
Resultat stark beeinflussen. Еде und Rasmussen haben über die 
verwendeten Mengen übrigens keine Angabe gemacht.) 


Durch sorgfältige Untersuchungen hat Еде *) nach der Ent- 
fernung des Zuckers mittels Gärung die Restreduktion der Bang- 
Egeschen Methode gegenüber zu 0,000 bis 0,008 gefunden, unter 
normalen Verhältnissen somit etwas weniger als 5°, der Gesamt- 
reduktion. Höst und Haitlehol®) haben Bangs®), Folin-Wus’) und 
Lewis- Benedicts®) Methode verglichen. Folin-Wus Methode gab dabei 
etwas größere Werte als die Methode von Bang, und Benedicts noch 
größere Werte, und zwar differiertten die mit den verschiedenen 
Methoden gefundenen Resultate mehr bei Menschen mit diabetischen 
Hyperglykämien als bei gesunden. 

Es geht aus den angeführten Arbeiten Ege und Rasmussens und 
Höst und Hattlehols hervor, daß die Restreduktion des Blutes bei nor- 
malen Menschen für Bang-Eges Methode, die Ferrieyanidmethode 
und Bang- Hattlehols Methode nicht den Wert 0,01 überschreitet 
(Restreduktion als Glucose berechnet). Höst und Hattlehol haben 
ferner nachgewiesen, daß Folin-Wus und besonders Lewis- Benedict s 


1) Hospitalstidende 1919. 

2) Diese Zeitschr. 87, 77, 1919. 

3) Zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteille. Wiesbaden 1916. 
4) Diese Zeitschr. 107, 229, 1920. 

5) Journ. of biol. chem. 42, 344. 

6) Diese Zeitschr. 86, 264, 1918. 

”) Journ. of biol. chem. 88, 106, 1919. 

в) Ebendaselbst 24, 147, 1916. 
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Methoden eine viel größere Restreduktion geben, und zwar, daß 
dieselbe bei diabetischen Hyperglykämien viel größer ist als die mit 
den genannten skandinavischen Methoden gefundenen. 

Vielleicht ist die Benennung Rest-,‚Reduktion‘‘ nicht ganz zu- 
treffend, insofern sie Lewis- Benedicts Methode angeht, weil es sich 
hier unserer Meinung nach unter Umständen, z. B. bei Adrenalin, 
um eine besondere Farbenreaktion handeln kann. 

Die Blutzuckerbestimmungen haben bisher besonders in der Dia- 
betesforschung Verwendung gefunden, und es ist deshalb von großer 
Bedeutung, zu wissen, inwiefern die sogenannten Acetonkörper redu- 
zierend wirken oder nicht. Für die Ferricyanidmethode haben wir 
deshalb diese Frage einer speziellen Prüfung unterworfen und dabei 
gleichzeitig die reduzierende Wirkung des Kreatinins und der Harn- 
säure dieser Methode gegenüber untersucht. 

Zur Untersuchung kamen die folgenden Präparate: 

]. Aceton (rein, von charakteristischen physikalischen Eigen- 
schaften). 

2. Harnsäure (N nach Kjeldahl bestimmt 33,15 % gegen die be- 
rechneten 33,33 %, die Reduktionsbestimmung in frisch hergestellter 
schwach alkalischer Lösung ausgeführt). 

3. Kreatinin [als Zinksulfatdoppelsalz der Formel 

(С.Н, №. О), Ha S O,, Zn SO, 8H,0 
entsprechend, 35,91 % Kreatinin enthaltend, N nach Kjeldahl be- 
stimmt 13,27 % gegen die berechneten 13,35%] 1). 

4. B-Oxy-Buttersäure, nach Wislicenus?) hergestellt, als dl-Na- 
triumsalz untersucht. Das Präparat wurde dreimal aus absolutem 
Alkohol umkristallisiert und bei 105° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Der Natriumgehalt wurde zu 18,26 %, gegen die berechneten 
18,24 %, ermittelt. 

Die folgende Tabelle zeigt die Resultate der Reduktionsbestimmung ; 
die Zahlen geben die der gefundenen Reduktion entsprechenden 
Glucosemengen an. | 














| Reduktionsvermögenals | | Reduktionsvermögen als 
Mg. Glucose berechnet Му. . Glucose berechnet 
mg mg 
Aceton... .... 1,0 Го — — — — 
3-Oxy-Buttersäure "10 ' 0 — = — — 
Harosäure ..... © 0,20 | 0,116 58% 040 0212 53%, 
Kreatinin. ..... 0,25 | 0.144 589%, 0,50 | 0,235 47 Di, 


1) Das Präparat ist uns liebenswürdig von Herrn Laboratorienvorstand 
4. С. Andersen überlassen worden. 
21 Ann. d. Chem. u. Pharm. 149, 205, 1869. 
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(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut für experimentelle Therapie Berlin- 
Dahlem.) 


(Eingegangen am 22. November 1922. ) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


1. Volumetrische Harnstoffbestimmung in Blut und Serum. 


Will man das Gesamtblut verwenden, so gibt man in die Spritze, 
mit welcher man das Blut aspiriert, einige Tropfen einer 20 proz. Kalium- 
oxalatlösung. Die Gesamtmenge wird in einem schmalen Meßzylinder 
abgemessen, in ein Becherglas gegossen und mit dem gleichen Volumen 
einer 20proz. Trichloressigsäure versetzt. Ver- 
wendet man Serum, so mischt man einfach gleiche 
Mengen Serum und 20proz. Trichloressigsäure. 
Man wartet einige Minuten, bis reichliche grobe 
Flockung eingetreten ist, filtriert durch ein 
trockenes Faltenfilter und mißt einen aliquoten 
Teil des Filtrats in ein zweites Becherglas. 20 cem 
Filtrat entsprechen 10 ccm Blut bzw. Serum. Die 
Bestimmung wird ausgeführt in einem Apparat. 
den ich Volumeter nennen will. Er besteht, wie 
die Abb. | zeigt, aus einem U-förmig gestalteten 
Unterteil, dessen einer Schenkel eine in Ile, GC 
geteilte Meßröhre darstellt, während der kommu- 
nizierende weitere Teil ungraduiert ist. Er wird 
so weit mit Glycerin gefüllt, daß dasselbe bis zum 
O-Punkt der Meßröhre reicht. Da das Glycerin 
beim Arbeiten mit dem Apparat mit keiner anderen 
Flüssigkeit oder Substanz т Berührung kommt, hält 
sich die Füllung unbegrenzt, ohne der Erneuerung zu bedürfen. Im Halse 
des weiten U-Schenkels befindet sich ein Gummistopfen mit einfacher 
Bohrung, durch welche ein unten kurz endigendes, oben in den Zersetzungs- 
raum leitendes Glasrohr geführt ist. Der Zersetzungsraum ist ein kegel- 
fürmiges Gefäß von etwa 50 ccm Fassungsraum, das durch einen weiten, 
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in der Mitte durchbohrten Gummistopfen verschlossen wird. Das in den 
Zersetzungsraum führende, in diesen eingeschmolzene Glasrohr mündet 
frei dicht unter dem oberen Stopfen. In der Bohrung des letzteren 
steckt ein Glasstöpsel mit doppelter Bohrung!). Derselbe ist dazu be- 
stimmt, die beim Aufsetzen des Stopfens verdrängte Luft entweichen 
zu lassen. Man arbeitet folgendermaßen: Das wie oben beschrieben 
enteiweißte Filtrat wird mit einem Tropfen Phenolphthaleinlösung ver- 
setzt und vorsichtig 40 proz. Natronlauge bis zur beginnenden Rot- 
färbung, dann noch 2 ccm Natronlauge hinzugefügt. Nachdem man 
das Gemisch in zimmerwarmem Wasser auf Zimmertemperatur gekühlt 
hat, gießt man die Flüssigkeit mittels eines Trichters quantitativ in den 
Zersetzungsraum, -füllt das beigegebene Schüttelgläschen mit frisch 
bereiteter Bromlauge, faßt es mit einem Haken am Bügel, taucht es 
zunächst bis fast zum Rande in destilliertes Wasser, stellt es aufrecht 
in den Zersetzungsraum, setzt vorsichtig, ohne den Apparat zu er- 
schüttern, den Stopfen auf, läßt die Luft entweichen und dreht dann 
den Glasstöpsel ab. Nun faßt man den ganzen Apparat am Fuß, und 
zwar so, daß man nur den mit Glycerin gefüllten, nicht den lufthaltigen 
Abschnitt umgreift, und schüttelt kräftig. Das umfallende Gläschen 
bewirkt sofort eine Zersetzung des Harnstoffs, die sich durch Gas- 
entwicklung im Zersetzungsraum und Steigen des Gilycerins in der 
Meßröhre kundgibt. Nach einer Minute gelinden Schüttelns stellt man 
den Apparat in ein weites Glas mit zimmerwarmem Wasser, dessen 
Niveau etwa 1 Finger hoch über den oberen Flüssigkeitsspiegel des 
Reaktionsgemisch stehen muß, und liest nach 10 Minuten das Niveau 
des Glycerins in der Meßröhre ab. Die Berechnung des Harnstoffs 
findet in der Weise statt, daß man vom Titer einer bekannten Harn- 
stofflösung ausgeht. Man bringt in einem Vorversuch 10 ccm einer 
0,2 proz. Harnstofflösung zur Zersetzung und bestimmt, wieviel Kubik- 
zentimeter Stickstoff aus 20 mg Harnstoff gebildet werden. Die 
Methode, die sehr bequem und leicht ausführbar ist, hat verschiedene 
Vorteile. 1. werden alle Fehler, die durch Verschiedenheiten der Brom- 
lauge entstehen können, ausgeschaltet; 2. arbeitet man vollkommen 
unabhängig von Temperatur und Barometerdruck; 3. bleiben Unter- 
schiede infolge kleiner Differenzen in der Größe des Apparates ohne 
Einfluß auf das relative Verhältnis. Um das Gesagte an einem Beispiel 
zu erläutern, möge der Vorversuch ergeben haben, daß 10 сст der 
0,2 proz. Harnstofflösung, also 20 mg Harnstoff, 5 сст Gas geliefert 
haben. Das Serum lieferte 2,5 ccm Stickstoff, demnach enthielt die 
verwendete Serum- bzw. Blutmenge 10 mg Harnstoff. Also sind bei 
Verwendung von 20 ccm Filtrat, entsprechend 10 ccm Blut bzw. Serum 


1) Fehlt in der Abbildung. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 7 
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in 100 сст 100 mg Harnstoff enthalten. Über die Herstellung der 
Bromlauge mittels meiner Thermopipette habe ich schon an anderer 
Stelle berichtet. Die Thermopipette besteht, um es noch einmal kurz 
zu erwähnen, aus einer kleinen Glaskugel, die oben durch einen Gummi- 
stopfen verschlossen wird, nach unten in einen Hahn und an diesen 
anschließend eine graduierte Pipette ausläuft. Man bringt in ein Becher- 
glas 25ccm 40 proz. Natronlauge, erwärmt bei geöffnetem Hahn die 
Kugel kurze Zeit über kleiner Flamme, schließt den Hahn, läßt etwa 
1 Minute abkühlen und taucht die Pipette in die Bromflasche. Öffnet 
man jetzt den Hahn, so steigt das Brom auf; ist es bis zur Marke 3 ge- 
langt, so schließt man den Hahn wieder, bringt die Pipette schnell in 
die Natronlauge und läßt bei geöffnetem Stopfen und Hahn das Brom 
auslaufen. Nachdem man durch Schütteln des Becherglases alles Brom 
in Lösung gebracht hat, gießt man die Flüssigkeit in ein weites Reagenz- 
glas und läßt im zimmerwarmem Wasser erkalten. Selbstverständlich 
kann man Methode und Apparat auch für den Harn verwenden. In 
diesem Falle nimmt man 1 ccm Harn, verdünnt mit 15 ccm destillierten 
Wassers und 2 cem Natronlauge und verfährt im übrigen wie oben be- 
schrieben. Über die Verwendung der Methode für den Mageninhalt soll 
gleich berichtet werden. 


2. Über quantitative Bestimmung des nüchternen Mageninhalts. 


Wir gehen von folgender Überlegung aus: Führen wir in den Magen 
eine körperfremde, innerhalb etwa 2 Minuten weder die Magensekretion 
anregende, noch durch den Magensaft selbst angreifbare gelöste Substanz. 
cin, und hebern sofort den Magen aus, so sind folgende Möglichkeiten 
vorhanden: 1. Mageninhalt und getrunkene Flüssigkeit mischen sich 
vollständig; 2. Von der getrunkenen Flüssigkeit befindet sich ein Teil 
noch unvermischt oberhalb des Magenspiegels, und es wird von ihr mehr 
entleert als dem quantitativen Mischungsverhältnis entspricht. 3. Der 
Magenschlauch dringt durch die überstehende Flüssigkeit hindurch in 
den eigentlichen Mageninhalt, und es wird mehr reiner Mageninhalt 
entleert als dem Mischungsverhältnis entspricht; 4. Es ist überhaupt 
kein nüchterner Inhalt vorhanden. Welche Folgerungen ergeben sich 
aus diesen Möglichkeiten? In Fall 1 ist die getrunkene Flüssigkeit 
genau im Verhältnis zum vorhandenen nüchternen Inhalt (N. I.) 
verdünnt; die Ermittlung der im Ausgeheberten noch enthaltenen 
körperfremden Substanz ergibt auf Grund einer einfachen Berechnung 
die stattgehabte Verdünnung und hieraus N.I. In Fall 2 wird mehr 
körperfremde Substanz zurückgewonnen als dem Verdünnungs- 
quotienten entspricht. Der Wert für N. Г. fällt somit etwas zu niedrig 
aus. Fall 3 ist der unwahrscheinlichste und dürfte praktisch kaum 
eintreten. Er würde an und für sich zu hohe Werte für N. I. liefern, 
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kann aber andererseits nur dann eintreten, wenn überhaupt nüchterner 
Mageninhalt vorhanden ist. In Fall 4 wird die getrunkene Substanz im 
ursprünglichen Verhältnis zurückgewonnen. Das Verfahren wird uns 
also in jedem Falle darüber sicheren Aufschluß geben, ob N. I. vorhanden 
ist oder nicht. Im allgemeinen werden die erzielten Werte entweder 
direkte Übereinstimmung oder etwas niedrigere Zahlen, als dem wirk- 
lichen N. І. entspricht, ergeben, abgesehen von dem nicht sehr wahr- 
scheinlichen Fall 3, der aber nur eintreten kann, wenn meßbare Quanti- 
täten N. I. vorhanden sind; jedenfalls ist es ausgeschlossen, daß 
nüchterner Inhalt angezeigt wird, wo solcher nicht vorhanden ist. Was 
die Einzelheiten des Verfahrens anlangt, so benutze ich als Trink- 
flüssigkeit eine 5 proz. Harnstofflösung unter Zusatz von 10g Rohr- 
zucker. 80 ccm werden getrunken, ein Rest zur Kontrollbestimmung 
zurückbehalten. Für die Ausheberung benutze ich einen Flaschen- 
apparat, der folgendermaßen eingerichtet ist: Eine Zweiliterflasche ist 
mit einem doppelt durchbohrten Stopfen versehen, durch dessen eine 
Bohrung ein Rohr bis auf den Boden der Flasche geht. Die andere führt 
ein kurz endendes Knierohr, das sich zu einer Glaskugel erweitert, die 
wiederum in einem kurzen Stutzen ausläuft. An letzterem befindet sich 
unter Zwischenschaltung eines Stück Gummischlauches und eines Glas- 
rohres die Magensonde. Das auf den Boden der Flasche gehende Rohr 
ist mit einem Irrigator verbunden. Beim Gebrauch wird zunächst durch 
Erheben des Irrigators die Flasche bis dicht an die Mündung des kurzen 
Rohres gefüllt. Falls man über eine Assistenz verfügt, so läßt man, 
während man den Magenschlauch einführt, den Irrigator tief senken, 
worauf der Mageninhalt sofort in den Schlauch und in die Glaskugel 
fließt. Arbeitet man allein, so stellt man, nachdem man die Flasche 
gefüllt hat, den Irrigator auf den Boden und komprimiert den Magen- 
schlauch, während man ihn einführt, zunächst mit Daumen und Zeige- 
finger. Der aspirierte Mageninhalt läßt sich durch Erheben des Irri- 
gators aus der Glaskugel und dem Schlauch leicht in ein Becherglas 
entleeren. Der Vorteil der Methode vor der üblichen Ballonaspiration 
scheint mir darin zu liegen, daß man vom ersten Augenblick der Ein- 
führung an unter negativem Druck arbeitet. Da man in der Regel nicht 
weiß, wann man sich im Niveau der Flüssigkeit befindet, so erscheint 
mir diese automatische Art der Aspiration, die sich im übrigen т 
schonendster Weise vollzieht, von Vorteil zu sein. Nachdem man die 
aspirierte Flüssigkeit durch Erheben des Irrigators in ein Becherglas 
gedrückt hat, filtriert bzw. zentrifugiert man dieselbe, setzt je 2ccm 
des ausgeheberten N. I. sowie des Restes der getrunkenen Lösung mit 
50 ccm destilliertem Wasser an und entnimmt је 10 ccm zur volu- 
metrischen Harnstoffbestimmung. Eine Kontrollbestimmung mit 
bekannter Harnstofflösung erübrigt sich, da es ja nur auf das Mengen- 
7 * 
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verhältnis zwischen dem Harnstoffgehalt der getrunkenen und der 
ausgeheberten Flüssigkeit ankommt. Die Berechnung von N.I. aus 
den erhaltenen Stickstoffwerten erfolgt nach folgender Überlegung: 
Getrunken wurden 80 ccm der Harnstofflösung; im Magen befindet sich 
М. I. Kubikzentimeter, der Harnstoffgehalt der getrunkenen Lösung 
sei H., der der ausgeheberten Flüssigkeit H, М. I. ist harnstoffrei; 
hieraus folfgt 80 x H + (N.I.).O = (80 + N.I.) х Н,. Also NL 


= D oder, da die gefundenen Stickstoffwerte V und У, 
1 
80 (V — У 
sich proportional den Harnstoffwerten verhalten, N. I. = Lo, 
1 


Als Ergebnis zahlreicher nach dieser Methode апрезеШег Unter- 
suchungen fand sich die Tatsache, daß nüchterner Inhalt so gut wie nie 
fehlt auch bei anscheinend sonst völlig normalem Chemismus und 
normaler Motilität. Die Mengen betrugen 10 bis 150 ccm. In zwei Fällen 
von Pylorus-Stenose wurden Werte von 600 bis 800 ccm für N. I. erhalten, 
Fälle von nüchterner Hypersekretion sind meines Erachtens nicht dabei 
gewesen. Über alimentäre Hypersekretion kann die Methode keinen 
Aufschluß geben, da die Harnstofflösung nicht safttreibend wirkt. Es 
wäre aber zu empfehlen, die Harnstofflösung im Anschluß — etwa 
25 Minuten nach einem Alkaholfrühstück — trinken zu lassen. Freilich 
müßte man auf eine quantitative Säurebestimmung hierbei verzichten. 
Dies gilt natürlich auch für den nach meiner Methode gewonnenen 
nüchternen Inhalt. Dagegen läßt sich sehr wohl eine qualitative Unter- 
suchung auf freie Salzsäure anstellen. Die gewöhnlichen Methoden 
Kongopapier, Methylorange, Günzburg sind in der Regel nicht 
empfindlich genug. Sehr viel feiner fand ich eine Schichtprobe mit 
Kongolösung, indem man 10 Tropfen einer alkoholischen klarfiltrierten 
Kongolösung mit 0,5 ccm Magensaft unterschichtet. Hierbei erzielt man 
bei einer 10—3 n-Salzsäure noch einen deutlichen schwarzblauen Ring. 
Sehr zu empfehlen, wenn auch etwas umständlicher, ist der Salzsäure- 
nachweis mittels Inversion. Ich habe zu diesem Zweck der Harnstoff- 
lösung etwas Rohrzucker zugesetzt. Man stellt 5ccm Mageninhalt 
auf 4 Stunden in den Brutschrank und gibt als Kontrolle eine zweite 
Probe Mageninhalt mit Zusatz einiger Tropfen 10рго2. Natriumacetat- 
lösung dazu. Nach 4 Stunden fügt man beiden Röhren 2 bis 3 cem 
Fehlingscher Lösung zu und stellt sie aufs neue etwa 4, Stunde in den 
Brutschrank, Eintritt von Reduktion in der ersten Röhre bei Ausbleiben 
der Reduktion in der zweiten Röhre beweist, daß freie Salzsäure vor- 
handen ist. Bleibt die Reduktion in beiden Röhren aus, so fehlt 
freie Salzsäure. Zeigt Röhre 2 Reduktion, so ist der Versuch un- 
brauchbar. 
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8. Zum Destillierverfahren beim Kjeldahl und Mikrokjeldahl. 

Schon Bang hat auf die großen Vorteile der Ammoniakdestillation 
im Wasserdampf hingewiesen, doch ist die von ihm angegebene Apparatur 
sehr voluminös und umständlich. Viel einfacher und nach meinen 
Erfahrungen durchaus leistungsfähig ist folgendes Verfahren: Auf 
einem Erlenmeyerkolben von etwa У Liter Inhalt ist mittels eines 
durchbohrten Gummistopfens ein weites Glasrohr befestigt, das mit 
einem seitlichen Rohr versehen ist. In dem Glasrohr steckt luftdicht 
verbunden eine unten blind auslaufende 
Glaskugel, in welche ein seitliches, bis 
auf den Boden reichendes Glasrohr ein- 
geschmolzen ist. Dieses seitliche Rohr 
ist durch einen Gummischlauch mit dem 
erst erwähnten Seitenrohr verbunden und 
besitzt ein verschließbares T-Stück. Die 
Glaskugel ist ferner mit einem seitlichen 
verschließbaren Einfülltubus und oben mit 
einem Helm versehen, aus welchem ein 
im Helm bogenförmig mündendes Knie- 
rohr zur Vorlage führt. Letztere besteht 
aus einer unten zylindrisch auslaufenden 
Glaskugel, die sich bequem auf einem 
Zylinder oder Ring unterbringen läßt. Der 
zylindrische Raum der Glaskugel dient 
zur Aufnahme eines weiten Reagensglases 
für die vorzulegende Flüssigkeit, die 
Kugel wird mit kaltem Wasser gefüllt. 
Empfehlenswert, aber nicht unbedingt 
notwendig, ist die Einschaltung eines in 
eine feine Kapillare auslaufendenT-Stückes 
in das Knierohr. — Die aufgeschlossene 
schwefelsaure Lösung wird mit der gleichen 
Menge destillierten Wassers verdünnt und, 
mit einem Tropfen Lackmustinktur angefärbt, mitstarker Natronlauge bis 
zur eben beginnenden Blaufärbung, dann sofort mit 25 %, Schwefelsäure 
bis zur ersten Rotfärbung versetzt. Im Erlmeyerkolben befindet sich 
heißes Wasser, das bei kleiner Flamme dicht unter der Siedetemperatur 
gehalten wird. Die Glaskugel enthält 20 eem 40proz. Natronlauge. 
In der Vorlage befindet sich die erforderliche Menge titrierter Schwefel- 
säure. Das T-Stück am Dampfentwickler ist geöffnet, das am Knierohr 
geschlossen. Nun gießt man mittelsteines Trichtersdie Kjeldahlflüssigkeit 
rasch еіп, spült mit 1 сет destillierten Wassers nach, verschließt 
schnell den Einfülltubus, dreht die Flamme hoch und komprimiert den 
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queren Schenkel des T-Stückes mit dem Finger. Steigt die Flüssigkeit 
aus der Glaskugel zurück, so läßt man den Schlauch zunächst los 
und versucht nach einigen Sekunden abermals, ob bereits Luft in die 
Kugel tritt. Sobald dies der Fall ist, also positiver Druck vorhanden ist, 
schließt man das T-Stück des Dampfentwicklers mit dem Quetschhahn. 
Die Destillation vollzieht sich nunmehr ganz geräuschlos ohne Schäumen 
und Stoßen und istin der Regel nach 15 Minuten beendet. Will man sicher 
gehen, so hält man vor die Kapillare deszur Vorlage führenden Rohresein 
Stück angefeuchtetes rotes Lackmuspapier und öffnet den Quetschhahn 
einen Moment. Die Destillation ist beendet, wenn das Papier sich nicht 
mehr blau färbt. Nun stellt man die Vorlage so tief, daß das Rohr nicht 
mehr eintaucht, wäscht eine Minute mit Dampf aus und spült den unteren 
Teil des Rohres mit destilliertem Wasser ab. Nach erfolgter Abkühlung 
wird titriert. Für den gewöhnlichen Kjeldahl genügt n/20-Natronlauge 
mitCochenille als Indikator. Für den Mikrokjeldahl eignet sich erheblich 
besser, weil bedeutend empfindlicher, die jodometrische Bestimmung. 
Man fügt zur Vorlage 1 ccm einer 20 proz. Kaliumjodidlösung und 0,5 cem 
einer 5proz. Kaliumjodatlösung und titriert mit n/l00-Thiosulfat- 
lösung bis zur Hellgelbfärbung. Dann fügt man noch 1 bis 2 Tropfen 
Jodatlösung zu und beobachtet, ob die Flüssigkeit sich stärker färbt. 
Ist dies der Fall, so titriert man weiter bis zur Hellgelbfärbung und 
prüft abermals, bis keine Farbenänderung mehr eintritt. Dann ре 
man etwa den dritten Teil der Flüssigkeit in ein zweites Glas, fügt 
dem Rest einen Tropfen filtrierter Stärkelösung zu und titriert auf 
farblos. Dann setzt man den abgegossenen Flüssigkeitsrest zu und titriert 
nunmehr Tropfen für Tropfen bis zur Entfärbung, die mindestens 
1 Minute bestehen bleiben muß. Was die Berechnung betrifft, so ent- 
sprechen 100 ccm n/100 Schwefelsäure 14 mg Stickstoff. Hat man 
z. В. zur Titration 3,5 сст Thiosulfatlösung verbraucht, während 
10 ccm п/100 Schwefelsäure vorgelegt waren, so sind 6,5 ост der 
letzteren gebunden entsprechend 0,91 mg N. 


4. Über den Nachweis und die Bestimmung des Acetons im Harn. 


Der Nachweis von Aceton läßt sich exakt nur im Harndestillat 
erbringen. Für die quantitative Bestimmung gilt diese Forderung in 
noch höherem Maße. Der Einwand, daß bei längerem Erhitzen aus 
Kohlehydraten Aceton gebildet wird, trifft nur da zu, wo eine stärkere 
Konzentration durch Einkochen stattfindet. Letzteres ist durch geeignete 
` Versuchsanordnung leicht zu umgehen. Für den qualitativen Nachweis 
des Acetons verwende ich einen Destillierapparat, der sehr kompendiös 
und leistungsfähig ist. Dieser unter dem Namen Mikrodestillator 
bereits von mir beschriebene Apparat besteht aus einer hohlen Glaskugel 
von etwa 150 ccm, die nach unten in einen blind endigenden Fortsatz 
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ausläuft, an welchem ein kreisrundes Glasschiffchen angeblasen ist. 
Die Glaskugel ruht auf einem Becherglase von etwa 500 ccm, das во 
hoch ist, daß das Schiffchen sich etwa 10 cm über dem im Becherglase 
befindlichen Harn (50 ccm) befindet. Man stellt das Becherglas auf 
etwa 10 Minuten in ein schwach siedendes Wasserbad, entfernt die 
Flamme, erneuert mittels einer einfachen Hebervorrichtung, einem 
stumpfwinklig abgebogenen Knierohr, das Kühlwasser und läßt das 
Glas noch etwa 10 Minuten in heißem Wasser stehen. Das Kondens- 
wasser, das sich inzwischen im Schiffehen angesammelt hat, wird mit 
einer Pipette entnommen. In einem kleinen Becherglas mischt man 
etwa 2 ccm einer Jodjodkaliumlösung mit einigen Tropfen Natronlauge 
bis eben zur Entfärbung und gibt 1 ccm Kondenswasser hinzu. Noch 
bei einer Verdünnung von 1:50000 erzielt man deutlichen Jodoform- 
geruch; bei stärkerer Acidose fallen dicke weißlich-gelbe Jodoformwolken 
aus. Ich finde, daß die Probe, in dieser Form angestellt, alle anderen 
Acetonproben bei weitem übertrifft. 

Für die quantitative Bestimmung des Acetons verwende ich die 
Phenylhydrazinmethode in Verbindung mit dem von mir an anderer 
Stelle (siehe unter 3) beschriebenen Dampfdestillierapparat. 

Die Phenylhydrazinmethode!) beruht auf folgendem Vorgang: 
Bei Behandlung von Phenylhydrazin mit alkalischer Kupferlösung 
werden aus dem salzsauren Phenylhydrazin (C,H,NH.NH,.HCI) 
die beiden N-Atome abgespalten. Hat man die Phenylhydrazinlösung 
zuvor mit Aceton behandelt, so entsteht Phenylhydrazinaceton, das 
mit Kupferlösung keinen Stickstoff mehr liefert. Da Phenylhydrazin 
und Aceton sich wie 1:1 verbinden, so werden für jedes Molekül Aceton 
2 Atome N weniger geliefert, also auf CH,.CO.CH, — 58,2 N — 28 mg. 
Nach entsprechender Umrechnung ergibt 'sich, daß jedes N bei 0° 
und 760 mm 2,68 mg Aceton entspricht. Theoretisch wäre das Ver- 
hältnis 1:2,61, doch wird erfahrungsgemäß etwas weniger N geliefert, als 
der Formel entspricht. Für jede Acetonbestimmung ist somit 
erforderlich: 1. Bestimmung des von einer genauen Phenalhydrazin- 
menge bei der Zersetzung mit Cu gelieferten Stickstoffs. 2. Bestimmung 
des Stickstoffs an einer gleichen Phenylhydrazinmenge, in welche 
Aceton eingeleitet worden war. Die Differenz beider Stickstoffvolumina, 
auf 0° und 760 mm reduziert und mit 2,68 multipliziert, ergibt den 
Acetonwert der der Destillation unterworfenen Flüssigkeitsmenge in 
Milligramme. Erforderliche Lösungen: 1. Phenylhydrazinlösung, 0,5 g 
reines salzsaures Phenylhydrazin und 5g essigsaures Natron werden 
in 25ccm heißem Wasser gelöst, filtriert und auf Zimmertemperatur 
abgekühlt. Die Lösung ist nur für den Herstellungstag brauchbar. 


1) С. Neuberg, Der Harn, В. 306. 
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2. Alkalische Seignettesalzlösung, 40g Natronhydrat und 30g Seignette- 
salz werden in 100 ccm Wasser gelöst. 3. Die Kupferlösung: eine kalt 
gesättigte Kupfersulfatlösung (в. w. п.). 

Als Vorlage dient die bereits erwähnte Glaskugel, in welcher sich 
5 ccm einer frisch bereiteten Phenylhydrazinlösung und Natriumacetat- 
lösung befinden. 

Für die Zersetzung kann das unter 1. beschriebene Volumeter 
ohne weitere Veränderung benutzt werden. Zur Vorbestimmung der 
Phenylhydrazinlösung werden 5 ccm derselben mit 15 cem destillierten 
Wassers und 10 ccm der Lösung 2 gemischt, auf Zimmertemperatur 
abgekühlt und in den Zersetzungsraum gebracht. Das Schüttelglas 
füllt man zur einen Hälfte mit feingepulvertem Kupfersulfat, zur anderen 
mit der Lösung 3. Einbringung und Einstellung geschieht wie bei der 
Harnstoffbestimmung angegeben. Die Zersetzung erfolgt nicht so 
schnell wie bei letzterer; man schüttelt zunächst etwa eine Minute 
und stellt dann, unter fortwährendem weiteren Schütteln etwa alle 
20 Sekunden fest, ob das Niveau sich noch ändert. Bleibt es bei drei 
aufeinander folgenden Ablesungen unverändert, so stellt man das 
Volumeter in das Kühlgefäß und liest nach 5 Minuten ab. — Die Iso- 
lierung des Acetons aus dem Harn erfolgt im Vaporisator. Мап 
bringt 5ccm Phenylhydrazinlösung in ein Reagensglas und stellt es 
in die mit kaltem Wasser gefüllte Glaskugel. In die Destillierkugel 
kommen 50 ccm Harn. Man destilliert etwa 20 Minuten, vom Kochen 
im Dampfentwickler an gerechnet. Bei stärkerem Acetongehalt tritt 
in der Vorlage eine Trübung auf, die sich bei längerem Destillieren 
wieder löst. Das Destillat wird, falls es weniger als 25 ccm betragen 
sollte, auf dieses Volumen aufgefüllt und genau so behandelt wie die 
reine Phenylhydrazinlösung. Die Differenz der Stickstoffvolumina in 
Bestimmung 1 und 2 ergeben, auf 0° und 760 ccm reduziert und mit 
2,68 multipliziert, den Acetongehalt in Milligrammen. Einfacher und 
mit einer für klinische Zwecke ausreichenden Genauigkeit läßt sich 
der Acetongehalt nach folgender Formel berechnen: Hat man 50 cem 
Harn der Destillation unterworfen und bezeichnet man die Differenz 
der Stickstoffvolumina mit D, die Temperatur des Kühlwassers mit T, 
so ist A100 — Acetongehalt eines Liters Нат — D (26g — Т).0,2. 
Sämtliche hier beschriebene Methoden sind in umfangreichen Versuchs- 
reihen geprüft und brauchbar befunden worden, so daß ich glaube, 
dieselben zur klinischen Verwendung empfehlen zu könenn. 


Weitere Untersuchungen 
zur Erforschung der sogenannten Avitaminose. 


Von 
Ryozi Tazawa. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 10. Dezember 1922.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Die hier wiedergegebenen Versuchsresultate stellen eine Fort- 
setzung meiner früheren Arbeit über die Avitaminosen!) dar und 
scheinen geeignet, unsere Einsicht in das Wesen dieser Krankheit etwas 
zu erweitern. Ir; 

Ich habe zunächst eine Anzahl avitaminotisch gemächte Tiere 
mit verschiedenen Medikamenten behandelt, um zu sehen, ob sich auf 
diese Weise ein Einfluß auf die Krankheitserscheinungen gewinnen 
ließe. Ich lasse hier einige Angaben über die gewonnenen Ergebnisse 
folgen: | | 

Bei einem mit poliertem Reis gefütterten Kaninchen beobachtete 
ich zufällig, daß das Körpergewicht nach Injektion verschiedener 
Organextrakte allmählich zunahm. Die gesamte Vermehrung desselben 
betrug in 17 Tagen 116g. Das trat ganz allmählich durch tägliche 
geringfügige Zunahme ein. Gegen das Ende des Versuchs erfolgte 
aber eine rasche Gewichtsabnahme und das Tier ging ein. Außerdem 
beobachtete ich, daß das Kaninchen nach jeder Injektion etwas munterer 
schien. Diese Beobachtung verdient um so mehr beachtet zu werden, 
als sonst alle Tiere bei Fütterung mit poliertem Reis immer mehr ab- 
magern und herunterkommen. Ich habe in diesem Falle die Injektionen 
leider nicht weiter fortgesetzt. Ich gab dem Kaninchen zuerst Supra- 
renium hydrochloricum 0,5 сет, dann Pituglandol und Thyreoglandol 
je 3 Ampullen, d. В. je 3,0 ccm durch Injektion in die Ohrvenen. Von 
den bei diesem Tiere verwendeten Organpräparaten schien namentlich 
das Pituglandol wirksam zu sein. Dementsprechend untersuchte ich 
zunächst die Wirkung dieser Substanz durch einseitige Ernährung an 
krankgemachten Tauben. Bei vier Fällen erzielte ich einen ausgezeich- 


1) Tazawa, Zeitschr. f. exper. Path. u. Therap. 17, 1914. 
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neten Erfolg. Bei dem einen konnte ich sogar im Verlauf der Krankheit 
dreimal einen günstigen Einfluß erzielen. 


Taube Nr. 1. Deutlicher Anfall von Krämpfen etwas vor 11 Uhr 
vormittags. 11,30 Uhr Injektion von 0,5 ccm Pituglandol in den Brust- 
muskel. 12,30 Uhr noch keine Besserung. 2,15 Uhr vollständige Erholung. 
Das Tier sitzt ruhig im Käfig. Am nächsten Tage zeigt sie nur noch ganz 
selten die Tendenz, den Kopf hintüber zu ziehen. Neue Injektion von 
0,5 ccm Pituglandol. Weitere Besserung. Das Tier frißt und trinkt wieder 
und lebt noch 10 Tage. 

Taube Nr. 14. Deutliche Lähmungserscheinungen in den unteren 
Extremitäten werden nach Injektion von 0,5 cem Pituglandol in den Brust- 
muskel nach einigen Tagen allmählich gebessert. Das Tier wird weitere 
12 Tage mit poliertem Reis gefüttert. Dann treten plötzlich wieder moto- 
rische Reizerscheinungen ein. Neue Injektion von 0,5 ccm Pituglandol 
intravenös mit sichtlicher Besserung. Nach 3 Tagen neue Anfälle von 
Reizerscheinungen. Eine nochmalige Injektion von Leem Pituglandol 
hat ausgezeichnete Wirkung. Das Tier ging dann nach weiteren 6 Tagen ein. 

Taube Nr. 19. Als das Tier zum erstenmal Krämpfe hatte, wurden 
0,4 ccm Pituglandol, dazu eine ganz minimale Menge von Suprarenium 
hydrochloricum und 0,6ccm 'Thyreoglandol intramuskulär eingespritzt; 
aber eine Heilung trat nicht ein. Dann wurde am nächsten Tage wieder 
0,5 cem Pituglandol in die У. jugularis injiziert. Die Taube erholte sich 
daraufhin allmählich und schien geheilt. Sie blieb danach noch 10 Tage 
lang bei fortgesetzter Fütterung mit poliertem Reis am Leben. 

Taube Nr. 20. Als sich typische Krämpfe einstellten, wurde am Abend 
der Inhalt einer Ampulle Pituglandol in den Brustmuskel injiziert. Am 
nächsten Tage waren die Anfälle viel weniger häufig und heftig, doch 
blieben sie nicht ganz aus. Es wurde daher am Mittag wieder 1,0 cem 
Pituglandol intramuskulär injiziert und am Abend sowie am nächsten 
Morgen nochmals je 0,5 ccm. Die abnormen Bewegungen wurden allmählich 
ganz beseitigt. Die Taube ging jedoch am dritten Abend aus unbekannter 
Ursache plötzlich ein. : 

Noch in einigen anderen Fällen konnten wir die günstige Wirkung 
von Pituglandol gegen die motorische Reizerscheinung konstatieren ; 
die Tauben fraßen und tranken wieder und blieben ungefähr 10 Tage 
am Leben. In einem Falle wurden auch die Lähmungserscheinungen 
in den Beinen beseitigt. 

Bei Taube Nr. 1 erinnerte die prompte Wirkung fast an diejenige 
des Reiskleieextraktes; in der Regel wirkt aber das Pituglandol lang- 
samer. Auch traten Rückfälle viel häufiger ein als bei Behandlung 
mit Reiskleie. | 

Ich muß indessen betonen, daß in einzelnen Fällen (fünf) mit Pitu- 
glandol kein günstiger Erfolg zu erzielen war. Man muß natürlich in 
Betracht ziehen, daß man auch bei Behandlung mit Reiskleieextrakt 
nicht mit einer sicheren Wirkung rechnen kann, wenn die allgemeine 
Schwäche schon weit vorgeschritten ist. In zwei von den fünf oben 
genannten Fällen hatte man aber Gelegenheit, den Verlauf bis zum 
Tode einige Tage lang zu beobachten, während wiederholt Pituglandol- 
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injektionen gemacht wurden. Hier blieb das Pituglandol wahrscheinlich 
ohne Einfluß. 

Außer diesen verhältnismäßig einfach als positiv oder negativ zu 
bezeichnenden Resultaten habe ich noch einige schwerer zu beurteilende 
erhalten. Bei vier Fällen hatte ich nur den Eindruck, als ob die Krämpfe 
nach Behandlung mit Pituglandol eine Zeitlang etwas geringfügiger 
würden. Doch war die Reizerscheinung nicht ganz zu beseitigen. 

Eine Taube starb sofort nach der Injektion. Hier schien das Pitu- 
glandol schädlich gewirkt zu haben. 

Den beschriebenen Beobachtungen nach hat Pituglandol häufig 
eine günstige, manchmal sogar ausgezeichnete Wirkung gegen Avita- 
minose. Im Vergleich zu Reiskleieextrakt wirkte es aber unsicherer 
und langsamer. Es ist aber nicht ganz ausgeschlossen, daß ich in diesen 
Fällen Pituglandol in zu kleinen Dosen verwendet habe. 

Cooper, Schaumann u. a. haben die vorbeugende und heilende 
Wirkung von verschiedenen Organen und ÖOrganpräparaten, welche als 
vitaminhaltig angesehen wurden, gegen Avitaminose geschildert). 
Ich habe auch die prophylaktische und therapeutische Wirkung von 
Eidotter, sowie die prophylaktische von frischem Fischfleisch oder 
Fischsuppe in ziemlich großer Menge bestätigt und mitgeteilt. Es 
scheint mir aber, daß dem Pituglandol anderen Organpräparaten gegen- 
über eine besonders bemerkenswerte Bedeutung zukommt, wie nach- 
folgend ausgeführt werden soll. 

Erstens wirkt Pituglandol in viel kleinerer Menge als die anderen 
Substanzen. Nach Angabe der Fabrik, Hoffmann-La Roche, Basel, 
entspricht 1 ccm Pituglandol 0,1 g frischem Infundibularteil der Glandula 
pituitaria. In unseren Fällen wirkte also schon eine Dosis von Pitu- 
glandol, welche 0,5 g frischem Infundibularteil entspricht, ausgezeichnet ; 
in anderen Fällen war allerdings eine größere Dosis, bis. zur dreifachen, 
nötig. Da das Pituglandol aber oftmals versagte, habe ich möglicher- 
weise im ganzen eine zu kleine Menge gebraucht. Außerdem bemerke 
ich, daß ich immer injizierte, während die von den obengenannten 
Forschern gebrauchten Präparate meistens innerlich verabreicht wurden. 
Jedenfalls wäre noch zu erforschen, ob die wirksame Substanz der 
Organextrakte in der Hypophyse in viel konzentrierterer Menge vor- 
handen ist, oder ob die Hypophyse eine besonders enge Beziehung 
zu der Avitaminose hat. 

Die Wirkung von Pituglandol ist im Vergleich л zu der von anderen 
als vitaminhaltig angesehenen Organen ziemlich ausgeprägt. Man 
könnte die günstige Wirkung auf die Avitaminose mit der Beeinflussung 
der Diurese oder des Kreislaufs oder einer anderen durch innere Sekretion 


2) H. Schaumann, Beiheft zum Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 18, 1914. 
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bewirkten Veränderung des Organismus in Zusammenhang bringen. 
Die Hypophyse hat bekanntlich auch einen beträchtlichen Einfluß 
auf den Stoffwechsel und das Wachstum. Jedenfalls kann die Tatsache, 
daß das Pituglandol bei Avitaminose häufig heilend wirkte, für die 
Erforschung des Wesens der Avitaminose eine gewisse Bedeutung haben. 

Es wäre von Interesse zu wissen, bis zu welchem Grade das Pitu- 
glandol als reines Produkt anzusehen ist, bzw. welche Bestandteile 
es enthält. Wir wissen davon nicht viel. Angeblich enthält es nur 
die eigentlich wirksamen Bestandteile der Hypophyse, im Gegensatz 
zu gewissen Hypophysetabletten, welche lediglich aus den getrockneten 
Drüsen bestehen. Eine ganz besondere Sorgfalt wurde der Entfernung 
der Eiweißstoffe gewidmet. 

Von den mit Pituglandol erhaltenen Ergebnissen angeregt, unter- 
nahm ich noch einige Versuche mit anderen Erzeugnissen der inneren 
Sekretion. Suprarenium hydrochloricum und Thyreoglandol wurden 
an je 2 Tauben und Thymusextrakt an einer Taube auf ihre Wirkung 
geprüft, aber mit negativem Resultat. Doch sind diese Versuche 
vielleicht nicht zahlreich genug. 

Ich untersuchte ferner, ob das Pituglandol bei Avitaminose nicht 
als Diuretikum oder Laxans durch Elimination eines hypothetischen 
Giftes gewirkt habe. Die Ansicht, daß die avitaminotischen Erschei- 
nungen auf eine enteregene Intoxikation zurückzuführen seien, wird ja 
von mehreren Autoren vertreten. Ich habe daher den Einfluß von 
Magnesium sulfuricum geprüft, und zwar auf eine eventuelle vorbeugende 
Wirkung bei 6 oder eine heilende bei 5 Tauben. Ich konnte aber kein 
sicheres positives Resultat erhalten. Außerdem gab ich Kalium aceticum 
solutum bei 5 Tauben innerlich, um die Diurese zu steigern und dadurch 
das eventuell schon resorbierte Gift zu eliminieren. Es trat aber keine 
günstige Beeinflussung ein. 

Dann wurde auf Empfehlung von Prof. Е. Bürgi auch Coffein 
angewandt. Prof. Bürgi dachte an eine eventuell vorhandene Be- 
ziehung des Coffeins zu den Vitaminen, weil einerseits Kaffee oder 
Tee bei allen Völkern als wichtige Genußmittel angewendet werden, 
und die Vitamine andererseits als Pyrimidinbasen angesehen worden 
sind. Purinbasen sind den Pyrimidinen ja sehr nahe verwandt. Eine 
Coffeinbehandlung schien für solche Versuche auch geeignet, weil 
es die Harn- und Zirkulationsorgane erregt. Wir haben hierauf 
das Coffein an 3 Tauben auf seine prophylaktische und an 4 Tauben 
auf seine heilende Wirkung geprüft, indem wir es per os oder per in- 
jectionem verabreichten. Ich konnte aber nur an einer einzigen Taube 
eine einigermaßen günstige Beeinflussung der avitaminotischen 
Symptome beobachten. Das beginnende Stadium der unnatürlichen 
Bewegung des Halses wurde durch Coffeininjektionen allmählich 
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beseitigt. Die Taube konnte hernach allmählich auch wieder den ver- 
abreichten geschliffenen Reis aufpicken und lebte noch 9 Tage lang, 
starb dann aber, trotzdem man mit täglichen Coffeininjektionen fortfuhr. 
Die Schwäche der Beine, welche von Anfang an ziemlich bedeutend 
war, wurde bis zum Ende nicht geheilt. In diesem Fall wurde anfangs 
auch Magnesium sulfuricum als prophylaktisches Mittel innerlich 
gegeben ; die erwartete Wirkung blieb aber aus. Dann erst wurde mit 
intramuskulären Injektionen von 1ссш 0,5proz. Coffeinlösung an- 
gefangen. In allen anderen Fällen konnte ich positive Resultate mit 
der Coffeinbehandlung nicht erhalten. 

Die den bei Tauben auftretenden avitaminotischen Krämpfen 
vielleicht zugrunde liegende, schon erwähnte Stauung in Hirn- und 
Rückenmarkshäuten verdient auch therapeutisch eine gewisse Be- 
rücksichtigung, um so mehr, als Beziehungen der experimentellen 
Avitaminose zu Beriberi, bei der die Zirkulationsstörung eine wichtige 
Rolle spielt, wohl anzunehmen sind. Ich habe daher I/nfusum Folii 
digitalis, Digalen und Digijolin an je einer Taube, aber mit negativem 
Resultat, angewandt. Da die Injektion von Pituglandol in die V. jugularis 
meistens eine Blutung nach sich zieht, entnahm ich einer kranken 
Taube Blut aus dem genannten Gefäß, um eine eventuell vorhandene 
Blutstauung im Kopf zu vermindern, aber ohne Erfolg. Die Pitu- 
glandolinjektionen können also nicht auf diesem Umwege gewirkt 
haben. 

Eine Zusammenfassung aller mit diesen verschiedenen Behandlungen 
erzielten Resultate ergibt folgendes: Es wurde häufig eine heilende 
Wirkung von Pituglandol auf experimentelle Avitaminosen beobachtet. 
Magnesium sulfuricum, Kalium aceticum solut., Digitalis sowie Supra- 
renin, Thyreoglandol und Thymusextrakt (in nicht sehr großen Dosen) 
hatten dagegen nie einen deutlichen Erfolg; Coffein wirkte unter vielen 
Versuchen nur einmal anscheinend günstig. 


Ich will hier noch einige Beobachtungen anfügen. Ich habe im 
Pharmakologischen Institute 7 Hühner mit poliertem Reis gefüttert. 
Vier davon lebten viel länger als sonst, ohne eigentlich krank zu werden. 
Die Ursache dieser merkwürdigen Erscheinung, welche meinen Versuchs- 
plan sehr gestört hat, habe ich immer wieder umsonst gesucht. Eine 
besondere Beschaffenheit konnte daran nicht schuld sein, weil andere 
Tauben, die mit dem gleichen Reis gefüttert worden waren, wie gewöhn- 
lich krank wurden und starben. Die Hühner müssen wohl im Stall 
irgendwelches "vitaminhaltiges Material (vielleicht nur Exkremente) 
gefressen haben. Eine andere Ursache für ihr besonderes Verhalten war 
unerfindlich. 
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Ich erwähne hier noch ein früheres Resultat, über das ich noch 
nicht berichtet habe. Das japanische, scharf schmeckende Gewürz, 
das Togarashi genannt wird, ist imstande, experimentell erzeugte 
Avitaminosen zu beseitigen. Andere scharfe Gewürze, wie z. B. Pfeffer, 
schienen hier und da auch günstig zu wirken. 


Über das Wesen der Avitaminose. 

Die sogenannte Avitaminose ist nach meinen Beobachtungen 
eine Krankheit, bei der die Funktionen verschiedener Organe allmählich 
leiden. Bei den Nervensymptomen spielen die funktionellen Lähmungen 
eine wichtige Rolle, lassen sich aber durch Behandlung mit Reiskleie- 
extrakt schon in wenigen Stunden beseitigen. Stagnation der Speisen 
im Kropf verrät bei Vögeln die Herabsetzung der motorischen Funktion 
des Verdauungstraktus. Die Atmungsfähigkeit wird ungenügend, 
die Herzaktion schwach und labil. Die Körpertemperatur sinkt. Auch 
diese Symptome sind durch Injektion von Reiskleieextrakt leicht zu 
beseitigen. Daß der Stoffwechsel bei der einseitigen Ernährung mit 
poliertem Reis leidet und durch die Verabreichung des Reiskleieextrakts 
ebenfalls verbessert wird, ist u. a. auch aus dem Zuckergehalt des Blutes 
zu ersehen. Der Blutzucker der erkrankten Tiere ist meistens vermehrt 
und nach der Behandlung mit Reiskleieextrakt normal. (Über den 
normalen Blutzuckergehalt der Vögel в. ‚Der Blutzucker‘‘ von Bang.) 

Die Symptome der Avitaminose sind damit aber nicht erschöpfend 
dargestellt, weil verschiedene eigentümliche Abweichungen von dem 
geschilderten Krankheitsbilde auftreten und dasselbe komplizierter 
gestalten. Es treten nämlich gegen das Ende u. a. Krämpfe auf, die 
wir als zentrale motorische Reizerscheinungen zu deuten haben. Auch 
der bei fortschreitender Fütterung eintretende Widerwille gegen polierten 
Reis ist eine spezifische Erscheinung, da es sich um keine allgemeine 
Appetitlosigkeit handelt, sondern Heißhunger für andere Speisen vor- 
handen ist, und nur der polierte Reis allein dem Tiere widersteht. 
Für diese Erscheinungen, welche ebenfalls durch Reiskleieextrakt 
leicht beseitigt werden, sind spezielle Erklärungen nötig. Allgemein 
gesagt ist aber die wesentliche Störung meines Erachtens in der Herab- 
setzung der Funktionen verschiedener Organe zu suchen. In der Haupt- 
sache könnte man die Symptome vielleicht auch auf eine Herabsetzung 
des Tonus der Nerven (und Muskeln ?) zurückführen. 

Organische Veränderungen, wie Degeneration von Nerven und 
Muskeln, Abmagerung der Skelettmuskeln und Atrophie verschiedener 
Organe können durch Herabsetzung von Funktionen entstanden sein, 
und vielleicht als Folgeerscheinung der besprochenen Funktions- 
störungen aufgefaßt werden. Daher erscheint mir der angegebene 
Name für diese Krankheit ‚Polyneuritis gallinarum“ nicht passend 
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gewählt. Die Wirkung des Reiskleieextrakts bzw. der sogenannten 
Vitamine ist den genannten Symptomen gegenüber antagonistisch, und 
zwar wirkt er vorbeugend und heilend. Er hat im allgemeinen eine 
anregende Wirkung. i 

Die primäre Ursache der sogenannten Avitaminose ist selbst- 
verständlich im Mangel von wirksamen Stoffen in der Nahrung zu 
suchen. Die Wirkungsweise dieser Stoffe auf die kranken Vögel ist 
aber eine pharmakologische und nicht die eines gewöhnlichen Nahrungs- 
stoffs, wie z. B. der Ausdruck „partielle Inanition“ irrtümlich ver- 
muten läßt. Sie wirken sogar gleich starken Arzneimitteln, wie in 
meinem früheren Bericht erwähnt wurde. Die krankhaften Erschei- 
nungen werden durch eine geringe Menge dieser Substanz in kurzer 
Zeit beseitigt. Dabei verschwinden auch die Reizerscheinungen in 
wenigen Stunden, und es scheint sich bei ihrer Wirkung hauptsächlich 
um die Steigerung der herabgesetzten Funktionen verschiedener Organe 
zu handeln. So stark die Vitaminsubstanz besonders gegen Avitaminose 
wirkt, zeigt sie doch bei normalen Tieren keine merkliche Wirkung. 
Dieser Stoff ist daher ein Spezifikum gegen die Avitaminose. Was 
den primären Angriffspunkt des Reiskleieextrakts betrifft, möchte ich 
hier nur im therapeutischen Sinne erwähnen, daß sich der Erfolg bei 
der Behandlung von kranken Vögeln zuerst im Nervensystem zeigt. 

Wein solche belebenden Stoffe für die Gewebe, speziell für das 
Nervensystem, in den gewöhnlichen Nahrungsmitteln vorhanden sind 
und die Gewebe schon lange, sogar schon durch Generationsreihen 
hindurch an se gewöhnt sind, so ist es wohl denkbar, daß das Fehlen 
solcher Stoffe eine Herabsetzung der Funktionen verschiedener Organe 
und folglich Gesundheitsstörungen herbeiführen kann. Art und Menge 
der für die Gesundheit nötigen Vitamine werden je nach den Tier- 
arten ziemlich verschieden sein, d.h. je nach der gewohnten Nahrung 
z. B. bei Pflanzen- und Fleischfressern variieren, was man mit als 
einen Grund der Verschiedenheit im Auftreten und in der Erscheinung 
der Avitaminose bei Vögeln und Säugetieren betrachten kann. 

Die Frage, in welchem Organ die primäre spezifische Störung 
der Avitaminose eintritt, ist schwer zu beantworten. Nach den oben 
erwähnten Tatsachen ist es aber wahrscheinlich, daß die Vitamin- 
wirkung mit der funktionellen Störung (und auch eventuell mit der 
Degeneration) der Nerven (bzw. Muskeln?) direkt zusammenhängt. 
Funktionelle Symptome anderer Organe werden vielleicht meistens 
auf die Beziehung zum vegetativen Nervensystem zurückzuführen sein. 
Doch sind noch andere Möglichkeiten in betreff des Wesens der Avita- 
minose zu berücksichtigen. Die häufig angegebene Giftbildung im 
Darmtraktus scheint als wesentliches Moment der Krankheit un- 
wahrscheinlich. Daß die Störungen hauptsächlich auf Zirkulations- 


112 R. Tazawa: 


veränderungen zurückzuführen sind, konnte ich ebenfalls nicht be- 
stätigen. Dagegen verdient eventuell die Störung des Respirations- 
vorgangs große Beachtung. Die Beziehungen der Vitamine zum Stoff- 
wechsel und ganz besonders zum Dissimilationsprozeß sind noch mehr 
ins Auge zu fassen. Auch das Verhalten der inneren Sekretionen, 
besonders eines Organs wie der Hypophyse (Wirkung des Pituglandols, 
1. Teil), welche bekanntlich große Bedeutung für den Stoffwechsel und 
das Wachstum hat, sollen besondere Berücksichtigung finden. Unter 
diesen drei Möglichkeiten, welche für das Studium des Wesens der 
Avitaminose wichtig sind, weisen die beiden letzten Erscheinungen 
und auch die seitens der Verdauungsorgane meines Erachtens auf 
Beziehungen zum vegetativen Nervensystem hin. 

Es fragt sich ferner, was für chemische Substanzen die wirksamen 
Stoffe sind. Von verschiedenen Autoren wurden hierüber schon An- 
gaben gemacht; dennoch ist die Frage immer noch unentschieden. 
Es scheint mir aber, als ob die wirksamen Stoffe chemisch nicht во 
einheitlich zu sein brauchten. So könnten eventuell physiologisch 
gleichwirkende, aber chemisch verschiedene Substanzen in den Nahrungs- 
mitteln vorhanden sein, z. B. in Körnern, Bohnen, Eigelb, Fleisch, 
Organextrakten usw. Jedenfalls kommt es nicht darauf an, daß die 
in Frage kommende Substanz chemisch einheitlich sei, sondern auf 
ihre oben dargelegte bestimmte Wirkung, welche für die Erhaltung 
der normalen Funktion von Gewebe, speziell des Nervensystems, 
nötig ist. | 

Untersuchung mit dem Flammenkardiographen. 

Bei der Erforschung der experimentellen Avitäminose sollte auch 
der Zustand des Herzens genau untersucht werden, der wie die Ver- 
änderungen der Nerven und Muskeln von Bedeutung sein kann. 

Unter verschiedenen Berichten ist der Nachricht von einer deut- 
lichen avitaminotischen Hypertrophie und Dilatation des Herzens bei 
Affen [Shiga und Кизата!), Tsuzuki?)] größte Aufmerksamkeit zu 
schenken, obschon die Forschungen von anderen Autoren [Nagayo u. а.?}] 
andere Resultate ergaben. Ich möchte jedoch über diese Ergebnisse 
nicht urteilen, weil ich auf diesem Gebiete keine persönlichen Erfah- 
rungen habe. 

Lähmungserscheinungen des Herzens infolge Avitaminose zeigen 
sich bei Hühnern und Tauben viel deutlicher als bei Säugetieren. Bei 
letzteren hat Segawa?) Dilatation der beiden Herzkammern, besonders 


1) Shiga und Kusama, Beiheft zum Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 
15, 1911. 

2) Teuzuki, Deutsch. med. Wochenschr. 1912. 

3) Nagayo und Fujii, Verhandl. d. japan. path. Ges. 1912. 

1) Segawa, Virchows Arch. f. Path. 
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der rechten — ohne Hypertrophie —, konstatiert. Yamagiwal) ist der 
Meinung, daß die Dilatation der rechten Kammer auch bei der Beriberi 
des Menschen häufig vorhanden ist, während Hypertrophie fehlen kann. 

Ich selbst habe an vielen avitaminotischen Hühnern und Tauben 
den Herzzustand festzustellen versucht und fand hier und da den 
rechten Ventrikel deutlich erweitert und mit Blut gefüllt. Ich möchte 
aber daraus nicht ohne weiteres schließen, daß bei Avitaminosen regel- 
mäßig eine Dilatation vorhanden sei. Ich habe ähnliche Befunde auch 
bei den einfach verhungerten Kontrolltieren beobachtet; andererseits 
war auch die Erweiterung des Herzens in den meisten Fällen nicht so 
ausgeprägt, daß man sie mit absoluter Sicherheit erkennen konnte. 
Besonders schwer war das bei den Tieren, die nicht so stark abgemagert 
waren, wie das durch Verhungern zu geschehen pflegt, also bei den an 
verhältnismäßig reiner Avitaminose gestorbenen Fällen. Die kleinen 
Vogelherzen sind auch sehr schwer unter konstanten Bedingungen zu 
messen. Von der Form des Herzens ließ sich jedenfalls sagen, daß die 
Spitze immer von der linken Kammer gebildet war. Außerdem war 
das Herz stark atrophisch und schlaff, meistens in gleichem Grade, wie 
bei den einfach verhungerten Kontrolltieren. Von Hypertrophie konnte 
sicher gar keine Rede sein, die Wand erschien eher dünner als normal. 

Um eventuell vorhandene, etwas feinere, den pathologisch-anato- 
mischen Untersuchungen nicht zugängliche Veränderungen des Herzens 
ermitteln zu können, habe ich dann an avitaminotisch gemachten 
Hühnern und Kaninchen Aufnahmen ihrer Herztätigkeit mit dem von 
Е. Bürgi und С. F.v. Traczewsks erfundenen Flammenkardiographen 
vorgenommen. Dieser an verschiedenen Stellen geschilderte Apparat 
gestattet Kontrolleeine der Herzbewegungen am unversehrten Tiere 
durch die Brustwand hindurch. Die Erschütterungen des Thorax 
werden auf eine Flamme übertragen, deren Zuckungen photographisch 
in Kurvenform wiedergegeben werden. 

In einer ersten Versuchsreihe wurden bei mit poliertem Reis ge- 
fütterten Tieren (sieben Hühnern und sechs Kaninchen) vom Beginn 
der einseitigen Ernährung an bis zum Endstadium der Krankheit 
solche Herzkurven aufgenommen. Als Kontrolle dienten Tiere, die 
entweder nur wenig Hafer bekamen oder einfach hungerten (zwei Hühner 
und drei Kaninchen). 

In einer zweiten Versuchsreihe prüfte ich ebenfalls mit dem ge- 
nannten Apparat die Wirkung von Medikamenten (Organextrakte und 
Herzmittel) an abgemagerten und abgeschwächten Tieren der beiden 
erwähnten Gruppen. Sowohl aus der ersten wie aus der zweiten Versuchs- 


1) Yamagiwa, III. Bericht der japanischen Beriberi-Studienkommission, 
1914. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 8 
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reihe ging als Hauptresultat hervor, daß ein deutlicher Unterschied 
in der Herzaktion vermittelst dieser Kurven zwischen den avitami- 
notischen und den Hungerkaninchen nicht zu konstatieren war. Nur 
selten schien es, als ob.die Medikamente bei Avitaminose etwas besser 
wirkten. 

Zur Veranschaulichung dieser Mitteilungen gebe ich hier einige . 
Flammenkardiogramme wieder. 


Versuch an Kaninchen mit Pituglandolinjektionen. 

Mit dieser Substanz habe ich fünf Experimente an drei Reiskaninchen 
und zwei an zwei Hungerkaninchen angestellt. Das Pituglandol wurde 
immer in die Ohrvene injiziert. Die Wirkung auf das Herz war in allen 
sieben Fällen eine übereinstimmende. An Hand der beigegebenen Abb. 2 
läßt sie sich in der folgenden Weise schildern. 
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Abb. 1. 








Abb. 2. 


a) Gleich nach der Injektion (ich untersuchte meist schon nach 1 Minute) 
war eine Differenzierung der einzelnen Herzschläge in der Flammenkurve 
nicht mehr zu beobachten. Das Herz scheint von dem Mittel rasch und 
energisch wie durch einen Schock gelähmt. Dementsprechend besteht 
die Kurve aus lauter beinahe gleichmäßig hohen und breiten Zacken. 
Man vergleiche Abb. 2 mit Abb. 1, welche die normale Herzkurve des 
Kaninchens wiedergibt. Sie wurde direkt vor der Injektion aufgenommen. 
Das Vorhandensein der Hauptzacke (5), die dem Spitzenstoß des Herzens, 
d. h. dem Beginn der Kammersystole entspricht, kann man hier und da 
in unregelmäßigen Abständen aus der nur wenig größeren Höhe und Breite 
einer Stelle vermuten. In diesem Moment befindet sich die Wirkung der 
Hypophyse auf ihrer Höhe. Sie ist so stark, daß es nicht möglich ist, aus 
dem vorliegenden Kardiogramm allein irgendwelchen weiteren Schluß 
zu ziehen. Man kann diesen Zustand mit Berücksichtigung der nachfolgenden 
Abbildungen und besonders des Befundes an Froschherzen (E.-Bürgi und 
О. F. v. Traczewski) wahrscheinlich dadurch erklären, daß das Herz jetzt 
bei enormer Ausweitung nur mühsam geringe Kontraktionen ausübt. 
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Dieses Bild der Kurve wurde einige Minuten lang (auch 4 oder 6 Minuten 
nach der Injektion) beobachtet. 

b) Beschreibung entsprechend Abb. 3. 

Im nächsten Moment, wenn die Flamme erst etwas sichtbar zu zucken 
anfängt, ist die Kurve besser differenziert. Die Hauptzacke ist ein wenig 
spitzer geworden, obwohl noch immer breit, und tritt in großen, aber häufig 
noch unregelmäßigen Abständen auf. Die kleinen Zacken (s und D) sowie 
die Senkungen sind noch ganz schlecht differenziert; die diastolische 
Zacke (D) ist viel breiter, und zwar ungleichmäßig breit, während die 
systolischen kleinen Zacken nur wenig verbreitert sind. Das Herz kon- 
trahiert sich jetzt etwas stärker — aber langsam — und häufig noch mit 
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ungleichmäßiger Dauer. Diese Verlangsamung und unregelmäßige Dauer 
des Pulses sind hauptsächlich durch entsprechende Veränderungen des 
diastolischen Teiles bedingt. Dieses Bild entspricht der Aufnahme nn ae 
6 Minuten nach der Injektion. 

c) Beschreibung entsprechend Abb. 4. 

In der wenige Minuten oder auch nur 1 Minute später aufgenommenen 
Kurve ist die rasch eingetretene Besserung zu ersehen. Die Hauptzacke 
ist schon viel höher geworden; die anderen Abschnitte sind etwas besser 
differenziert. Der Puls hat den vorhergehenden Kurven gegenüber deutlich 
zugenommen und ist schon von regelmäßiger Dauer. Trotz rascher Besserung 
ist die Kurve den Kontrollaufnahmen gegenüber immer noch schlecht 
differenziert, und zwar ist die H«uptzacke sehr niedrig und breit und der 
Puls bedeutend verlangsamt. Dabei ist der diastolische Teil noch ver- 
breitert und zugleich etwas deutlicher ausgebildet. 

d) Nachfolgend aufgenommene Kurven (Abb. 5 und 6): 

Die Hauptzacke wird immer höher und die andere Differenzierung 
schreitet weiter fort; der Puls nimmt allmählich zu. Ungefähr 15 Minuten 
nach der Injektion (im Durchschnitt gerechnet — je nach dem Fall ver- 
schieden) werden die besten Differenzierungen und Ausbildungen von 
Zocken und Senkungen erreicht (Abb. 5). Die Herztätigkeit sollte jetzt 
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allgemein verstärkt sein und der Puls verlangsamt. Es kann dabei der 
diastolische Teil relativ verlängert erscheinen. Die Verstärkung der Herz- 
tätigkeit dauert bei fast gleicher Beschaffenheit der Kurven eine Zeit- 
lang an, dann kehrt die Funktion allmählich zur Norm zurück. Wie lange 
diese Wirkung gedauert hat, ist schwer zu bestimmen. Während der letzten 
Aufnahmen (bei Versuch 1 2 Stunden nach der Injektion, Abb. l; bei 
Versuch 2 1 Stunde 30 Min. nach der Injektion, Abb. 2; bei Versuch 3 
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Abb. 5. 





Abb. 6. 


2 Stunden nach der Injektion, Abb. 3; bei Versuch 4 43 Min. nach der In- 
jektion, Abb. 4; bei Versuch 5 1 Stunde 13 Min. nach der Injektion, Abb. 5: 
bei Versuch 6 2 Stunden 30 Min. nach der Injektion, Abb. 6) schien die 
Wirkung noch nicht vorübergegangen zu sein. 

Faßt man das Gesagte zusammen, so kann man die folgenden 
Ergebnisse hervorheben: 

Pituglandol übt nach intravenöser Injektion sofort stärkste Wirkung 
auf das Herz aus, das sich anscheinend, den veränderten Kurven nach 
(wahrscheinlich bei enormer Ausweitung), mühsam, ganz langsam und 
wenig kontrahiert. Dann wird die Herzkontraktion allmählich immer 
stärker, und zwar weit über die Norm. Diese allgemein verstärkte 
Herztätigkeit kehrt nachher ganz allmählich zur Norm zurück. 

Die Wirkung von Örganextrakten auf das Froschherz wurde von 
Е. Bürgi und С. F.v. Traczewski!) mit dem Engelmannschen Suspen- 
sionsverfahren untersucht. An diese Veröffentlichung anschließend, 
möchte ich bemerken, daß die intravenöse Injektion des Pituglandols 
an dem Herzen des Kaninchens beim unversehrten Tiere in’der Haupt- 
sache die gleiche Wirkung ausgeübt hat. Bei meinen Versuchen habe 
ich nie einen Vergiftungstod beobachtet, trotzdem Suprarenium hydro- 
chlorieum häufig eine akute Vergiftung verursachte. 


1) Е. Bürgi und С. F.v. Traczewski, Über die Wirkung von Organ- 
extrakten auf das Herz. Diese Zeitschr. 66, Heft 6, 1914. 
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Ludwig Pincussen. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Städtischen Krankenhauses am 
Urban in Berlin.) 


(Eingegangen ат 24. Dezember 1922.) e 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Tatsache, daß durch verschiedene Kohlen adsorptionsfähige 
Lösungen in verschiedenem Grade adsorbiert werden, ist seit langer 
Zeit bekannt. Vor allem hat man feststellen können, daß manche Kohle- 
arten, z.B. die Mercksche Tierkohle, ein Adsorptionsvermögen für 
alle in Betracht kommenden Körper aufweisen, das dasjenige anderer 
Kohlearten bei weitem übertrifft. Bei allen diesen Erfahrungen þe- 
schränkte man sich zunächst auf die allgemeine Feststellung der ver- 
schiedenen quantitativen Adsorbierbarkeit. Es folgten dann sich wider- 
sprechende Angaben über die Umladbarkeit der Kohle: als Resultat 
der verschiedenen Untersuchungen (Perrin, Bethe und Toropoff, Rona 
und Michaelis, Gyemant) ergibt sich, daß Blutkohle Merck sich umladen 
läßt, was ihr Adsorptionsvermögen für positive und negative Substanzen 
erklärt, während z. B. durch Verkohlen von Zucker gewonnene Kohle 
stets negativ geladen bleibt, wenn auch Säure zugefügt wird. Michaelis 
bezeichnet die Blutkohle aus diesem Gesichtspunkt heraus als Ampho- 
lytoid, die Zuckerkohle, ähnlich die Retortenkohle, als Acidoid. 

Die nachfolgenden, vorläufig kurz, ohne weiteren Kommentar zu 
schildernden Versuche ergaben sich aus einer zu anderen Zwecken an- 
gestellten Versuchsanordnung, in der festgestellt wurde, daß die Ad- 
sorption von Methylenblau an Tierkohle durch Zugabe von Natrium- 
chlorid erheblich, und zwar im Verhältnis zum Salzzusatz gesteigert 
wird. Da zum Vergleich herangezogene andere Kohlen sich qualitativ 
und quantitativ abweichend verhielten, verglich ich systematisch die 
Methylenblauadsorption an vier Kohlesorten: 1. Carbo medicinalis 
Merck, 2. Kohle aus Rohrzucker, 3. Kohle aus Traubenzucker und 
endlich 4. Kohle aus Casein, weil ich glaubte, bei dieser ein der 
Blutkohle ähnliches Verhalten feststellen zu können. 
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Die Versuche sind in folgender Weise angestellt: Zu der genau 
abgewogenenen Kohlenmenge — infolge der verschiedenen Adsorptions- 
fähigkeit wurden verschiedene Mengen Kohle angewendet: 0,1 $ Merck, 
0,5 bis 1,0g Kohle 2. bis 4. — wurde die nötige Menge Methylenblau- 
lösung (im allgemeinen 20 ccm) und endlich die entsprechenden Zusätze 
gegeben. Die Lösungen blieben nach kurzem Schütteln mit der Hand 
bis zum nächsten Morgen stehen, wurden dann zusammen eine halbe 
Stunde in der Schüttelmaschine geschüttelt, danach abzentrifugiert 
und die restierenden Färbungen wie üblich im Kolorimeter ver- 
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Abb. 1. Abb! 2. 
Die Ordinaten zeigen die adsorbierten Methylenblaumengen in mg. Es bedeutet: 
Kohle Merck 


- - Casein-Kohle 
eo... Traubenzucker-Kohle 
== + Rohrzucker-Kohle 

glichen. Die Kurven geben nebeneinander die Adsorptionsverhältnisse 
für die vier angewendeten Kohlesorten an. Abb.1 gibt die Verhältnisse 
mit Zusatz von Säure. Es wurden zugefügt је 2ccm Normalsäure, und 
zwar 1. HCl, 2. HSO, 3. CHCOOH, 4. (COOH), 5. HPO, Zur 
Kontrolle, wie überall, eine Probe mit 2ccm Wasserzusatz. Abb.2 
zeigt die Verhältnisse unter dem Einfluß des (OH). Long, Es wurden 
zugegeben 1. 2 cem n NaOH, 2. 2 ccm n KOH, 3. 2 com n NH,, 4. 2 cem 
п Ba (OH),, 5. Wasserkontrolle. In den Versuchen der Abb. 3 wurde 
der Einfluß der Anionen bei gleichbleibendem Kation (Na) geprüft. 
Zugaben je 1/08 Molekül: 1. NaCl, 2. NaSO, 3. NaH, PO, 
4. Ма, НРО,, 5. Na,PO,, 6. Wasserkontrolle. Die Salze wurden. vorher 
in 5 cem Wasser gelöst. 
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In den Versuchen der Tabelle IV endlich wurden verschiedene 
Kationen bei gleichbleibendem Anion (Cl) verglichen. Zusatz ebenfalls 
von 1/ə g Molekül in 5 ccm Wasser gelöst. Untersucht 1. LiCl, 2. NaCl, 
3. КС, 4. CaCl, 5. BaCl, 6. АС, 7. Wasserkontrolle. 

Die gefundenen Zahlen sollen keineswegs ein quantitatives Bild 
geben; sie sollen nur vergleichend die Ähnlichkeiten bzw. die Ab- 
weichungen bei den verschiedenen Kohlen zeigen. Aus diesem Grunde 
ist 2. В. auch zunächst davon abgesehen worden, die р. festzustellen 
bzw. Säure- und Alkaliversuche bei einer gleichen р. durchzuführen. 
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Abb. 3. Abb. 4. 
Die Ordinaten zeigen die adsorbierten Methylenblaumengen in mg. Es bedeutet: 
Kohle Merck 
- - - -- = CaseinsKohle 
вене Traubenzucker»Koble 
-.-.-.-. Robrzucker»Kohle 





Aus Abb.1 ersieht man ohne Schwierigkeit, daß die Adsorption 
von Methylenblau durch Zugabe von (H`) bei Tierkohle und Casein- 
kohle teils sehr erheblich gesteigert ist: das Ausmaß schwankt, zum Teil 
sicher in Abhängigkeit von der ри, stimmt auch im einzelnen keineswegs 
überein. Im Gegensatz hierzu wird die Adsorbierfähigkeit beider 
Zuckerkohlen durch Säuren sehr wenig beeinflußt, und wenn es der 
Fall ist, im negativen Sinne. Die Differenzen sind für die verschiedenen 


Säuren sehr gering. 
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Die Wirkungen der Alkalien (Abb. 2) sind im großen und ganzen 
für alle untersuchten Kohlen einsinnig. In allen Fällen ist, besonders 
ganz gleichmäßig für NaOH und КОН die Adsorption erhöht gegen- 
über Wasser. Im einzelnen öfters Gegensätze, z. B. erhöht Ba” die 
Adsorption bei den Zuckerkohlen wie bei der Caseinkohle, während 
bei Merck ein gegenteiliges Verhalten beobachtet wird. 

Die Wirkung des Zusatzes von Salzen mit gleichem Kation aber 
verschiedenem Anion (Abb. 3) ergibt im allgemeinen das gleiche Bild 
wie die (H')-Versuche. Bei Merck-Kohle und Caseinkohle Erhöhung 
der Adsorption, jedoch mit gewissen Abweichungen nach dem ge- 
wählten Anion, während die Adsorption durch Traubenzuckerkohle 
vermindert wird. Rohrzucker zeigt die gleiche Erscheinung, mit Aus- 
nahme des NaCl-Versuchs, dessen Deutung nicht ganz einfach ist. 

Was endlich die Wirkung der Salze mit gleichem Anion (Cl) aber 
wechselndem Kation betrifft, so ist hier (Abb. 4) das Bild dasselbe wie 
für die Alkalien: mehr oder minder starke Erhöhung der Methylenblau- 
adsorption für alle Kohlearten, wenn auch in verschiedenem Ausmaße. 
Besonders beachtenswert ist die ganz gleichmäßige Adsorptionszunahme 
durch die verschiedenen Chloride bei Merck-Kohle. 

Diese kurze Mitteilung sollte nur einen Überblick über die bisher 
erhaltenen Ergebnisse geben. In einer demnächst folgenden wird der 
Kreis der Untersuchungen ausgedehnt und die Resultate kritisch 
gewürdigt werden. 


Die Bedeutung der Vitamine im Haushalt des tierischen Körpers. 


II. Mitteilung. 


Der Verlauf der experimentellen Avitaminose bei dem unvollständigen 
Hungern. 


Von 
L. Tseherkes. 


(Aus dem Institut für allgemeine und experimentelle Pathologie 
der medizinischen Akademie in Odessa.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In unserer vorigen Arbeit!) war nachgewiesen, daß die experi- 
mentelle Polyneuritis desto schneller und heftiger zur Entwicklung 
gelangt, je reicher die Diät an Kohlehydraten und Eiweiß ist; dabei 
ist das Verhältnis dieser beiden Komponenten unabhängig davon, 
ob das Tier die nötige Zahl Kalorien bekommt oder aber die Kalorien 
im Überfluß vorhanden sind. In dieser Arbeit werden die Verhält- 
nisse zwischen Vitaminen einerseits und Kohlehydraten und Eiweiß 
andererseits während unvollständigen Hungers (d.h. das Tier be- 
kommt eine ungenügende Quantität von Kalorien) nachgeprüft. 

Es zeigte sich, daß auch in diesen Experimenten die Proteine 
und die Kohlehydrate die Entwicklung der Avitaminose beschleunig- 
ten; endgültig wurde die Unabhängigkeit der experimentellen Avita- 
minose von der Zahl der Kalorien bestätigt. 

In dieser Reihe von Experimenten, die ich gemeinsam mit 
Dr. Resnikowa ausgeführt habe, wurden fünf Tauben verwendet. 
Die tägliche Ration der beiden Tauben (Nr. 29 und 40) bestand aus- 
schließlich aus 3g Sonnenblumenöl, das auf 130°C erhitzt war?). 


1) Diese Zeitschr. 188, 75, 1922. 

1) Wir danken hier Frl. С. Tscherkes, Assistentin am Institut für 
physiologische Chemie, die feststellen konnte, daß das Öl praktisch frei 
von Stickstoff war. 
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Es wurde mittels einer Sonde unmittelbar in den Kropf ein- 
geführt. Der Kalorienwert von 3g Fett macht 50% der für die 
Tauben notwendigen Kalorienzahl aus. 

Die Lebensdauer der Taube Nr. 29 war 23 Tage und diejenige 
der Taube Nr. 40 22 Tage. Bei der ersten dieser Tauben bemerkten 
wir 24 Stunden vor dem Tode den für die Avitaminose der Tauben 
charakteristischen ataktischen Gang. Die Taube Nr. 40 ging zugrunde, 
indem sie eine für die Avitaminose der Vögel typische Kontraktur 
der Nackenmuskeln zeigte. Die zwei anderen Tauben (Nr. 37 und 38) 
wurden mit Gerste gefüttert, die im Laufe von 30 Minuten bis auf 
130° erhitzt wurde. Dabei machte die Quantität der jedem Tiere 
gegebenen Gerste nur 50%, der für die Tauben nötigen Kalorien- 
zahl aus. 

Von den beiden Tauben starb eine (Nr. 37) am 10. Tage und die 
Taube Nr. 33 am 14. Tage. Sie gingen zugrunde, ohne irgendwelche 
nachweisbaren Erscheinungen der Polyneuritis, aber die beiden Tiere 
wiesen am 6. Tage eine ausgesprochene Appetitlosigkeit auf und 
saßen auf dem Boden der Käfige mit gesträubtem Gefieder. 

Als Kontrolle zu diesen beiden Tauben diente uns die Taube 
Nr. 41, die pro Tag 10g unerhitzte Gerste bekam, d.h. 50% der 
notwendigen Zahl der Kalorien. Das Tier lebte 30 Tage lang. 

Die Tabelle zeigt die Resultate dieser Experimente. In dem 
Kurvenbilde ist die Senkung des Körpergewichts (ausgerechnet in 
Prozenten des Anfangsgewichte) der fünf Tauben gegeben. 
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Der Vergleich der Lebensdauer der Tauben Nr. 37 und 38 mit 
derjenigen der Taube Nr. 41 zeigt uns, daß die ersten zwei Tauben 
nioht deswegen zugrunde gingen, weil sie quantitativ zu wenig Nah- 
rung bekamen, sondern daß bei Bestehen unvollständiger Nahrungs- 
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пег Sonde ungenügende Kalorienzahl) das Tier auch den Vitaminmangel 
t von 35-9 erhitzte Gerste) durchmachte. | 

'rienzahl u зе Versuche bewiesen auch, daß bei Abwesenheit von Vitaminen 
Taube № + еп ungenügender Kalorienzahl verursachte Hunger für das 
, Веі іе ide Tier milder verläuft, wenn er von Kohlehydrat- und 
Tode den & angel begleitet wird; oder anders ausgedrückt: Die Kohle- 
зеп Gang. und Proteine beschleunigten die Entwicklung der Avitaminose 
vitaminoe A >Ulständigen Hungerzustande, und zwar in ähnlicher Weise, 
_ Die zeg es für diejenigen Fälle gezeigt habe, wo die Tauben eine 
rt, die in \-issige oder genügende Kalorienzahl erhielten. 
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0,0 665 $ von diesen Erscheinungen frei. Das gibt den Grund, behaupten 
7,0 er 5 : nen, daß für die Entwicklung дев Symptomenkomplexes mit 
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Anmerkung. 
In meiner I. Mitteilung ( (ue Rolle der Proteine und Kohlehydrate 
bei Vitaminhunger‘‘) (diese Zeitschr. 133) befinden sich folgende 
Druckfehler in der Tabelle У (S. 80): 
die Worte kene Vitamine, kein Eiweiß‘: — beziehen sich auf die 
beiden Tauben — Nr. 7 u. Nr. 8; 

die Worte kene Vitamine, keine Kohlehydrate‘‘ — beziehen sich 
auf die beiden Tauben — Nr. 17 u. Nr. 18; 

und die Worte kene Vitamine, kein Fett‘: — beziehen sich auf die 
beiden Tauben — Nr. 15 u. 16. 


Variationsstatistik 
als Hilfswissenschaft der Biochemie der Pflanzen. 


III. Mitteilung. 
Variation des Amygdalingehaltes in den Samen einiger Prunusarten. 


Von 
S. Blumer, Bern. 


(Eingegangen am 25. Januar 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch die Untersuchungen Rosenthalers über den Amygdalin- 
gehalt von Aprikosen-, Pfirsich-, Pflaumen- und Zwetschenkernen 
ist nach und nach ein bedeutendes Tatsachenmaterial zusammen- 
gekommen, das eine möglichst allseitige Auswertung verdient. Eine 
variationsstatistische Behandlung dieses Materials rechtfertigt sich 
schon aus dem Grunde, weil man sich bei der Feststellung der Variation 
gewöhnlich auf die morphologischen Merkmale beschränkt hat, während 
die Beobachtungen über die Variation chemischer Eigenschaften nicht 
sehr zahlreich sind. Ich bin deshalb Herrn Prof. Rosenthaler für die 
Überlassung des Materials sehr dankbar. Ich kann im allgemeinen 
seine Schlüsse nur bestätigen und zahlenmäßig belegen. Auch möchte 
ich hier schon betonen, daß Schlüsse, die aus einer variationsstatistischen 
Bearbeitung eines biologisch nicht einheitlichen Materials hervor- 
gegangen sind, nicht als absolut beweiskräftig gelten können. Eine 
biologische Analyse sollte der variationsstatistischen Behandlung 
immer vorangehen. In dieser Arbeit soll erstens untersucht werden, 
wie der prozentuale Amygdalingehalt in Drogen und in Material von 
einheitlicher Herkunft variiert, und zweitens sollen die Beziehungen · 
zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingehalt unter- 
sucht werden. 

Es standen mir sieben Serien von Amygdalinbestimmungen zur 
Verfügung. In den ersten vier Serien!) handelt es sich um Drogen, 
in den drei letzten?) dagegen um Material, das von einem Baum stammte. 


1) Г. Rosenthaler, Ber. d. deutsch. pharm. Ges. 82, 240 ff., 1922. 
2) Derselbe, Vorhergehende Mitteilung und unveröffentlichte Unter- 
suchungen. 
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Die sieben Serien sind hier zusammengestellt; später werden sie nur 
mit der Nummer bezeichnet. 

1. Aprikosenkerne, Drogen, 54 Bestimmungen. 

2. Syrische Aprikosenkerne, Drogen, 57 Bestimmungen. 

3. Pfirsichkerne, Drogen, 52 Bestimmungen. 

4. Pfirsichkerne, Drogen, 63 Bestimmungen. 

5. Pfirsichkerne, von einem Bäumchen stammend, 100 Bestim- 


mungen. 
6. Pflaumenkerne, von einem Bäumchen stammend, 100 Be- 
stimmungen. 
7. Zweischenkerne, von einem Bäumchen stammend, 100 Be- 
stimmungen. | 


In der Methodik folge ich Johannsen, „Elemente der exakten 
Erblichkeitslehre‘‘, 2. Aufl., 1912. 


Г. Variation des Amygdalingehaltes. 

Das gesamte Material jeder Serie wurde in Klassen von №% 
Spielraum angeordnet. Alle Berechnungen wurden auf dieser Basis 
durchgeführt. Daraus erklären sich die kleinen Abweichungen in den 
Mittelberechnungen der vier ersten Serien gegenüber Rosenthaler, der 
von den einzelnen Varianten ausging. Diese kleinen Unterschiede 
bewegen sich in jedem Falle innerhalb der Fehlergrenze des Mittel- 
wertes. Außer dem arithmetischen Mittel wurden, wie aus der folgen- 
den Zusammenstellung ersichtlich ist, die Standardabweichung und 
der Variationskoeffizient mit ihren mittleren Fehlern bestimmt. 


Zahl der Mittleres | Gehalt an wasserfreiem Amygdalin: 
timmungen Samengewicht, Mittelwert 


Standardebweichung Varistionskoeffizient 
Br А mh a ee 78 


| 
e Nr. | 
| 














1 54 0,50 439 +0,22 | +162 -- 016 | 36,83 + 4001) 
2 57 0,37 6,06 +021 | +165 + 0,15 | 27.284 275 
3 52 031 1 367011 | 1079 +007 21.58 + 1.97 
4 63 027 | 3502011 | 1086 008 2465 + 2,39 
5 100 0,08 5,92 + 0,12 | 1,18 + 0,08 | 19,96 + 147 
6 100 0,16 4,74 + 008 | +0,76 + 0,05 15.97 Е 116 
7 100 011 | 3672008 | 1077-4005 | 2087 + 153 


Die Standardabweichung ist das Maß für die Variabilität. Sie 
ist die Quadratwurzel aus dem mittleren Quadrat aller Abweichungen 
vom Mittelwert. Die Sheppardsche Korrektur, die der ungleichmäßigen 
Verteilung der Varianten innerhalb einer Klasse Rechnung . trägt, 
wurde nicht angewendet. Die gefundenen Standardabweichungen 


1) Der mittlere Fehler des Varisationskoeffizienten wurde nach der 
von W. А. Collier (‚Einführung in die Variationsstetistik‘‘, Berlin 1921) 
gegebenen Formel bestimmt. 
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sind deshalb durchschnittlich um 0,03% zu groß. Alle Werte, die 
zwischen Mittelwert und Standardabweichung liegen, sind typische 
Varianten, die übrigen atypische. In Serie 1 sind also die typischen 
Varianten zwischen 4,39 + 1,62%, also von 2,77 bis 6,01%. Alle 
unter oder über diesen Grenzen liegenden Werte sind als atypisch 
zu bezeichnen. = 

Der in der letzten Kolonne angegebene Variationskoeffizieni er- 
möglicht die Vergleichung der Variabilität verschiedener Serien. Es 
ist klar, daß bei großen absoluten Massen auch die Standardabweichung 
größer werden muß. Damit ist aber noch nicht gesagt, daß die Varia- 
bilität einer solchen Reihe nun größer sei als die einer anderen, deren 
Standardabweichung kleiner ist, weil die beobachteten Maße numerisch 





0 7 2 3 4 5 6 7 8% 
Abb.1. Variation des prozentualen Amygdalingehaltes: 1. Aprikosenkerne (Drogen), 


2.Syrische Aprikosen (Drogen), 6. und 7. Pflaumen. und Zwetschenkerne von einem Baum. 
kleiner sind. Der Variationskoeffizient bestimmt die Standardab- 
weichung in Prozenten des Mittelwertes und ist als unbenannte Zahl 
geeignet, die Variabilität ganz verschiedener Reihen zu vergleichen. 
Es ist nun bezeichnend, daß der Variationskoeffizient in den ersten 
vier Serien am größten ist. In diesen Serien handelt es sich um den 
Amygdalingehalt käuflicher Drogen. Dieses Material ist natürlich 
nicht einheitlich; es können in einer Serie verschiedene Rassen oder 
Linien enthalten sein. | 

Die verschiedene Variation von einheitlichem Material gegenüber 
den Drogen zeigt sich auch in den Variationspolygonen der Abb. 11). 
Der Amygdalingehalt variiert in den Drogen sehr unregelmäßig. Zwei- 
und mehrgipfelige Polygone sind die Regel. Diese Unregelmäßigkeiten 
können wohl durch eine zu kleine Zahl von Messungen sowie durch 
zu enge Klassengrenzen mitbedingt sein. In erster Linie aber müssen 
sie auf die biologische Unreinheit des Drogenmaterials zurückgeführt 
werden. 


1) Alle in Abb. 1 dargestellten Polygone sind auf 50 Bestimmungen 
reduziert. | 
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Die Serien aus einheitlichem, von einem Baume stammendem 
Material folgen ohne Ausnahme mehr oder weniger der Binomialkurve. 
In Abb.2 wird die Variation im Amygdalingehalt der Pflaumenkerne 
(Serie 6) mit der idealen Binomialkurve verglichen. Wenn man be- 
denkt, daß nur 100 Bestimmungen ausgeführt wurden, darf die Ab- 
weichung als gering bezeichnet werden. (Die in Abb. 2 auf der Abszisse 

о  abgetragenen Prozent- 
werte sowie die Häufig- 
keitszahlen der Ordinate 

02 ` wurdenerst nachträglich 
eingefügt, als Grund- 

z2 lage für die Angleichung 
an die Binomialkurve 
diente die Standard- 
abweichung.) 

Die gute Überein- 

stimmung der drei letz- 
2594 95 55 6 45 


ten Serien mit der bi 
Abb. 2. Variation des prozentualen Amygdalingehaltes in а бе a a. 
Pflaumenkernen verglichen mit der Binomialkurve. mislen Verteilung geht 


auch aus einem Vergleich 
der gefundenen mit den theoretischen Zahlen hervor. Diese mit Hilfe der 
Standardabweichung berechneten Zahlen geben an, wie die Varianten 
bei idealer binomialer Anordnung gruppiert sein müßten. Die Ab- 
weichung der gefundenen Zahlen gegenüber den berechneten ist un- 
bedeutend und teilweise auf zu enge Klassenspielräume zurückzuführen. 
Vereinigt man je zwei Klassen zu einer Doppelklasse von 1% Spiel- 
raum, so wird die Abweichung gegenüber den theoretischen Zahlen 
noch geringer. Das folgende Beispiel (Serie 5, Pfirsiche) möge dies 


zeigen: 

Gehalt in Prozenten 9,5 8 8,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 
Gefunden . . .. . 13 24 1213 1520 914 34 
Theoretische Zahlen . 12 3 6 1014 716 149 52 1 


Mit Doppelklassen ergibt sich: 


Gehalt in Prozenten. . 2 8 4 5 6 7 8 9 
Gefunden. ...... 1 5 16 28 29 17 4 
Theoretische Zahlen . . 1 5 16 31 30 14 3 


Die biologisch „reinen“ Serien zeigen also im Gegensatz zu den 
Drogen eine fast ideale binomiale Verteilung der Varianten, wir können 
ihre Variabilität als fluktuierende bezeichnen. Ез erscheint wahr- 
scheinlich, daß sich bei weiteren Untersuchungen innerhalb einer 
morphologischen Art physiologische Rassen feststellen lassen, die sich 
durch verschiedenen Amygdalingehalt auszeichnen. So hat Rosenthaler 
gefunden, daß die syrischen Aprikosen (Serie 2) einen: sehr hohen 
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Amygdalingehalt aufweisen. Es fragt sich nun, ob die Differenz zwischen 
Serie 1 und 2 genügend groß ist, um die Aufstellung solcher physio- 
logischer Arten zu rechtfertigen. Die Differenz und ihr mittlerer Fehler 
betragen: 

6,06% — 4,39% + ү 0,21? + 0,222 = 1,67 + 0,30%. 

Die Differenz ist mehr als fünfmal so groß wie ihr mittlerer Fehler; 
sie müßte schon als sicher betrachtet werden, wenn sie nur dreimal 
so groß wäre. Noch größere Unterschiede haben wir bei den Pfirsichen. 
Die Differenz zwischen den Serien 5 und 3 beträgt: 


5,92% — 3,67% + ү 0,122 + 0,11? = 2,25 + 0,16%. 

Hier ist die Differenz sogar 14mal so groß als ihr mittlerer Fehler. 
Trotzdem beide Differenzen mathematisch zuverlässig sind, wäre es 
verfrüht, diese Unterschiede als Rassenmerkmale zu betrachten. Die 
Unterschiede können schließlich ebensogut Modifikationen sein. In 
solchen Fällen kann nur die biologische Analyse entscheiden. Immerhin 
wird durch die relativ großen Unterschiede im Amygdalingehalt das 
Vorkommen von physiologischen Arten wahrscheinlich gemacht. 


TI. Korrelation zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingehalt. 


Rosenthaler hat nachgewiesen, daß in der Regel die kleinsten 
Samen einen höheren prozentualen Amygdalingehalt aufweisen als die 
größten. Wenn diese Regel stimmt, so müssen die Serien mit leichteren 
Samen einen höheren Amygdalingehalt haben als die Serien mit schwe- 
reren Samen. Wir finden diese Regel bei den Aprikosen bestätigt. 
Die syrischen Aprikosenkerne (Serie 2), die sich durch höheren Amyg- 
dalingehalt auszeichnen, sind im Durchschnitt bedeutend leichter als 
die Kerne der Serie 1. Ebenso zeigen auch die leichtesten Pfirsich- 
kerne den höchsten prozentualen Amygdalingehalt (Serie 5). 

Es lag nun nahe, diese Beziehungen zwischen Samengewicht und 
prozentualem Amygdalingehalt mit den Methoden der Variationsstatistik 
zu untersuchen. Es stehen uns dafür zwei Methoden zur Verfügung, eine 
graphische von Galton und die Berechnungsformel von Bravass. Beide 
ergänzen sich teilweise: Die Galionsche Methode zeigt, ob die Korrelation 
eine geradlinige ist; das Maß der gegenseitigen Abhängigkeit zweier 
Eigenschaften wird durch die Methode von Bravais sicherer ermittelt. 

Die graphische Methode von Galton besteht darin, daß die Variation 
der beiden Eigenschaften, durch ihre Standardwerte ausgedrückt, 
miteinander in Beziehung gesetzt werden. (Ein Standardwert ist die 
absolute Abweichung einer Variante vom Mittelwert, dividiert durch 
die Standardabweichung.) Wir erhalten so auf der Abszisse (X X) 
die Standardwerte für das Samengewicht und auf der Ordinate (YY) 
die Standardwerte für die Amygdalinprozente. Die Berechnung dieser 
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Werte erfolgte auf Grund einer Korrelationstabelle (vgl. Johannsen, 
S. 317). Die gemeinsamen Punkte von je zwei korrespondierenden 
Standardwerten der Abszisse und der: Ordinate liegen nun meistens 
ungefähr in einer Geraden. 

Die Übereinstimmung mit der Geraden ist um so größer, je mehr 
Bestimmungen vorhandensind. Nichteinheitliches Materialkann natürlich 
eine zerstreutere, unregelmäßigere Anordnung der Punkte verursachen. 
So war es besonders bei den ersten Serien (Drogen) wegen der geringen 
Zahl von Messungen und wegen der oft unregelmäßigen Variabilität 
schwierig, eine Gerade zu finden, die allen Punkten mehr oder weniger 
entsprach. Um eine größere Zahl von Punkten zu erhalten, wurde 
bei einigen Serien die Berechnung doppelt durchgeführt, das erstemal 
mit den Standardwerten des Samengewichtes auf der Abszisse, das 
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Abb. 3. Korrelation zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingebalt. 


zweitemal mit den Standardwerten der Amygdalinprozente auf der 
Abszisse. Trotz dieser Doppelbestimmung sind einige der Geraden 
noch sehr unsicher bestimmt. 

Ist zwischen den beiden Eigenschaften keine Korrelation vor- 
handen, so ordnen sich die Punkte so zu beiden Seiten der Abszisse 
an, daß die Gerade mit dieser zusammenfällt. Ist die Korrelation 
positiv, 4. В. bedingen höhere Werte der einen Eigenschaft auch höhere 
Werte der anderen, so steigt die Gerade von links nach rechts an, und 
zwar wächst der Winkel, den die Gerade mit der Abszisse bildet, mit 
zunehmender Abhängigkeit der beiden Eigenschaften. Absolute Kor- 
relation haben wir, wenn dieser Winkel 90° erreicht. Steigt die Gerade 
aber von rechts nach links an, so haben wir negative Korrelation, 
d. h. zunehmenden Werten der einen Eigenschaft entsprechen ab- 
nehmende Werte der anderen. 
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Abb. 3 zeigt, daß wir nur in einem Falle, bei Serie 1, eine sehr 
schwach ausgeprägte positive Korrelation haben. Die übrigen sechs 
Serien zeigen alle eine mehr oder weniger deutliche negative Когте- 
lation, die bei Serie 5 (Pfirsiche von einem Baum) am stärksten ist. 
In sechs von sieben Fällen haben wir also eine Verminderung des pro- 
zentualen Amygdalingehaltes bei zunehmendem Samengewicht, womit 
die von Rosenthaler aufgestellte Regel bestätigt ist. 

Diese graphische Methode kann eine Korrelation wohl feststellen, 
aber sie kann den Grad der gegenseitigen Abhängigkeit der beiden 
Eigenschaften nicht genau angeben. Viel sicherere Werte für den Grad 
der Korrelation erhält man bei Anwendung der Formel von Bravais 
(vgl. Johannsen, S. 325Н.). Als Maß der Korrelation erhält man hier 
eine unbenannte Zahl zwischen + 1 und — 1. Absolute positive Kor- 
relation haben wir, wenn der Korrelationskoeffizient + 1 ist; bei ab- 
soluter negativer Korrelation erreicht er den Wert von — 1. Ist der 
Korrelationskoeffizient gleich Null, so variieren die beiden Eigen- 
schaften ganz unabhängig voneinander. In der folgenden Tabelle 
sind die Korrelationskoeffizienten (r) mit ihren mittleren Fehlern 
zusammengestellt. 















1 | Aprikosen (Drogen) . 2222... <| 40029 + 0,141 
2 | Syrische Aprikosen (Drogen) . . . . . ... — 0,250 + 0,124 
3 Pfirsichkerne rn КЛЫ ме RR Я — 0,237 - 0,131 
4 | 6 ома — 0,278 + 0,116 
5 | von einem Baum. ...... — 0,565 + 0,068 
6 . Pflaumenkerne von einem Baum. . . . .. — 0,156 + 0,098 
7 | Zwetschenkerne von einem Baum ..... | — 0,116 + 0,099 


Im allgemeinen bestätigen diese Resultate die mit der graphischen 
Methode gewonnenen. Auch hier haben wir, mit Ausnahme von Serie 1, 
überall negative Korrelation. In Serie 1 haben wir, wenn wir die Größe 
des mittleren Fehlers berücksichtigen, überhaupt keine Korrelation 
zwischen Samengewicht und prozentualem Amygdalingehalt. Die 
negative Korrelation ist sehr schwach bei den Serien 6 und 7 und am 
deutlichsten bei Serie 5. Diese Ergebnisse machen es wahrscheinlich, 
daß es bei den Pfirsichen Rassen gibt, bei denen eine Zunahme des 
Samengewichtes eine Abnahme des prozentualen Amygdalingehaltes 
bedingt. Ob diese negative Korrelation bei allen Pfirsichen vorkommt, 
ist auch nach dem Nachweis in den Drogen nicht sicher. Bei den unter- 
suchten Pflaumen- und Zwetschenkernen ist diese negative Korrelation 
zwischen Samengewicht und Amygdalingehalt nur sehr schwach aus- 
geprägt. 

Es ist schließlich noch interessant, zu berechnen, um welchen 
mittleren Betrag der prozentuale Amygdalingehalt abnimmt, wenn 


9% 


132 $. Blumer: Variationsstatistik als Hilfswissenschaft usw. III. 


das Samengewicht um 0,01 g zunimmt. Diese sogenannte Regression 
von prozentualem Amygdalingehalt zum Samengewicht wird bestimmt, 
indem man die Standardabweichung des Amygdalingehaltes durch die 
Standardabweichung des Samengewichtes dividiert und den Quotienten 
mit dem Korrelationskoeffizienten multipliziert. So erhalten wir für 
die Serie mit der größten Korrelation (5) eine Regression von 0,45 
+ 0,06%. Wenn also das Samengewicht im Mittel um 0,01 g steigt, 
so nimmt der prozentuale Amygdalingehalt durchschnittlich um 0,45 % 
ab. Ве! geringer Korrelation ist natürlich die Regression von pro- 
zentualem Amygdalingehalt zum Samengewicht entsprechend kleiner. 
Für Serie 7 (Zwetschen) beträgt die Abnahme des prozentualen Amyg- 
dalingehaltes auf 0,01g Zunahme des Samengewichtes nur 0,047 
+ 0,040%. Sie ist also wohl kaum mehr nachweisbar. 


Zusammenfassung. 

Die Variabilität des prozentualen Amygdalingehaltes in den Samen 
einiger Prunusarten wurde nach den Methoden der Variationsstatistik 
untersucht. Die gefundenen Resultate decken sich mit denjenigen 
Rosenthalers. 

Bei homogenem, von einem Baume stammendem Material stimmt 
die Variation des prozentualen Amygdalingehaltes ziemlich gut mit 
der binomialen Verteilung überein. Wir haben bei diesem Merkmal 
fluktuierende Variabilität. Bei den Drogen ist die Übereinstimmung 
mit der binomialen Verteilung erheblich geringer, die Variabilität 
(Variationskoeffizient) ist größer, weil hier ein Gemisch von physio- 
logischen Rassen vorliegt. Das zeigt sich auch in den meist mehr- 
gipfeligen Variationspolygonen. Aus der variationsstatistischen Be- 
arbeitung des Materials ergibt sich mit großer Wahrscheinlichkeit, 
daß bei Aprikosen und Pfirsichen innerhalb der morphologischen Art 
physiologische Rassen vorkommen, die sich durch verschiedenen 
Amygdalingehalt unterscheiden. Eine endgültige Lösung dieser Frage 
ist jedoch nur durch das biologische Experiment möglich. 

Die Korrelation zwischen Samengewicht und prozentualem Amyg- 
dalingehalt wurde nach den Methoden von @0 оп und Bravais bestimmt. 
Im allgemeinen haben wir zwischen diesen beiden Eigenschaften eine 
negative Korrelation, d. h. mit zunehmendem Samengewicht nimmt 
der prozentuale Amygdalingehalt ab. Es ist möglich, daß (wenigstens 
bei den Pfirsichen) der Grad der Korrelation nicht bei allen physio- 
logischen Rassen einer morphologischen Art gleich stark ist, so daß 
also neben dem prozentualen Amygdalingehalt auch der Grad der 
Korrelation als Rassenmerkmal in Betracht kommen könnte. Sichere 
Resultate kann auch hier nur das biologische Experiment bringen. 


Die quantitative Bestimmung des Neosalvarsans 
und seine Aufnahme durch Bakterien und Körperzellen. 


Von . 
E. Remy. 


(Aus dem hygienischen Institut der Universität Freiburg.) 
(Eingegangen am 28. Januar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Über das Verhalten des Neosalvarsans im menschlichen Orga- 
nismus sowie seinen qualitativen und quantitativen Nachweis im Blute 
und Harn sind bereits eine Anzahl von Arbeiten erschienen, deren 
Befunde zum Teil sich widersprechen, deren quantitative Ergebnisse 
oft an Genauigkeit zu wünschen übrig Іазвеп 1). Von den qualitativen 
Methoden des Nachweises des Neosalvarsans seien erwähnt die von 
Abelin?) (Bildung eines Azofarbstoffes durch Kuppelung von diazo- 
tiertem Neosalvarsan mit alkalischer Resorcinlösung), die Reaktion 
von Deniges und Labbat?), Entstehung eines blauvioletten Farbstoffs 
beim Versetzen einer mit Salzsäure erhitzten Neosalvarsanlösung mit 
fuchsinschwefliger Säure, sowie die von A. Rödel aufgefundene Reak- 
tion®) zur Erkennung gefälschter Salvarsanpräparate. Die quantitative 
Bestimmung des Neosalvarsans kann entweder auf dem Wege der 
Ermittlung des Arsengehalts geschehen), wobei aber nicht zu ent- 
scheiden ist, ob Neosalvarsan in unveränderter oder bereits veränderter 
Form vorliegt, oder mit Hilfe des kolorimetrischen Verfahrens. 


1) J. Abelin, Münchn. med. Wochenschr. 1914, Nr. 1, 5. 667; Abhandl. 
über Salvarsan 2, 43—45, München 1912; Riebes, Deutsch. med. Wochenschr. 
1914, Nr. 1, 8. 867; M. Friedmann und R. Th. Schwarzwald, ebendaselbst 
Nr. 2, S. 1342; H. Schreus und A. Holländer, Klin. Wochenschr. 1922, 

r. 42, S. 2087. 

2) W. Authenrieth und Н. Täge, Münchn. med. Wochenschr. 1922, 
Nr. 42, 8. 1479. 

з) Die chemische Analyse 19/20; Nachweis organischer Verbindungen, 
5. 671. 

4) A. Rödel, Berl. klin. Wochenschr. 1920, S. 960. 

5) Zimmern, Abhandl. über Salvarsan 4, 3. München 1914. 


134 Е. Кету: 


Diese letztere Art der quantitativen Bestimmung des Neosalvarsans, 
die von Authenrieth und Täge, sowie von Schreus und Holländer bei 
ihren Untersuchungen angewandt wurde, beruht auf der Bildung 
des p-Dioxybenzolneosalvarsans bzw. des p-Dioxybenzolazodioxy- 
aminoarsenobenzolmonomethansulfinsauren Natriums. Dieser Azo- 
farbstoff konnte bei unseren Arbeiten in folgender Weise isoliert 
werden: Eine bestimmte Menge Neosalvarsan wird mit der genau 
berechneten Menge Natriumnitrit bei Gegenwart verdünnter Salzsäure 
und Anwendung einer Temperatur unterhalb + 5°C diazotiert und 
das gebildete Diazoniumchlorid mit der entsprechenden Menge Resorcin 
in alkalischer Lösung gekuppelt. Durch vorsichtiges Hinzufügen von 
96proz. Alkohol kann man die Ausfällung des Farbstoffs bewirken, 
wobei er sich als eine braunrote amorphe Masse abscheidet, die aus 
wenig verdünntem Alkohol zur Kristallisation gebracht werden kann. 
Die Ausbeute betrug in den günstigsten Fällen 20%, des Ausgangs- 
materials. Die Kristalle besitzen rhombische Struktur, sind äußerst 
leicht in Wasser löslich und zersetzen sich bei höherer Temperatur, 
ohne zu schmelzen. Die quantitativen Bestimmungen des Arsen- und 
Schwefelgehalts ergaben: 


Angewandte Substanz . . . 0,0760 g 
Gefunden ......... 0,0312 As,S, = 0,0192 As = 25,26% 
0,0278 Ba 80O, = 0,00381 S = 5,01% 


Nach der Formel berechnet sich 
As zu 25,51%, S zu 5,44%. 
Die gefundenen Werte stimmen somit mit den nach der Formel 
berechneten gut überein. Der Prozeß der Farbstoffbildung vollzieht 
sich nach den Gleichungen: 














C Al As:As—C н + Na N О; 
5" i VE ‚На 
\NH, NH-CH,-SO-O-Na 
C,H; Аз:Ав— C,H, 
CH, 
50-0 
Na 
Аан ЕО > + GH (ОН) 
бе НАЭК Н + МаОН 
N,— CIl NH-CH,-SO.ONa 
‚OH он 
GH. — - As: As— C,H, 
 NN:N-C,H,(OH), NNH-CH,—S0.0 


{ 
Na 
p-dioxybenzolazodioxyaminoarsenobenzolmonomethansulfinsaures Natrium. 
Es entsprechen somit 1 g Neosalvarsan 1,261 g Azofarbstoff. Das 
_ Absorptionsspektrum dieses Farbstoffs bei Anwendung einer 0,1 proz. 
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wässerigen Lösung ergab im Mittel von vier Beobachtungen eine ein- 
seitige Absorption von A 560 ии ab. Genau den gleichen Wert erhielt 
man auch bei Anwendung einer 0,l proz. Lösung in Harn sowie einer 
solchen in Serum, wobei dieses im Verhältnis 1:4 vorher verdünnt 
war. Die Feststellung des Absorptionsspektrums leistete uns bei den 
später angeführten Versuchen ausgezeichnete Dienste. 

Da das Neosalvarsan nicht nur den Charakter eines primären 
Amins, sondern auch den eines Phenols besitzt, so wurde dieses Präparat 
in alkalischer Lösung mit Diazobenzol gekuppelt, wobei ein in Wasser 
unlöslicher brauner Farbstoff sich ausschied. Sulfanilsäure gab nach 
Diazotierung und Versetzen mit Neosalvarsan einen in Wasser löslichen 
roten Farbstoff von fast gleicher Farbenintensität wie der mit -Resorein 
dargestellte. Auch dieser Farbstoff zeigte in 0,1 proz. wässeriger Lösung 
eine einseitige Absorption von 4 550 uu ab. 

Für die quantitative Bestimmung des Neosalvarsans bei unseren 
Untersuchungen wandten wir den Resorcinfarbstoff an und ermittelten 
zunächst die Brauchbarkeit der 
kolorimetrischen Methode mittels 
des Authenriethschen Kolorimeters. 
Vor allen Dingen suchten wir den 
Wert festzustellen, mit dem als 
Fehler bei den erhaltenen Resultaten 
zu rechnen war. Die Herstellung 
des geeichten Keiles mit dem Neo- 
salvarsanfarbstoff geschah in fol- 
gender Weise: Genau 0,1; Neo- 
salvarsan wurden in etwa 50 ccm 
physiologischer Kochsalzlösung ge- 
löst und die Lösung in bekannter 
Weise diazotiert und mit alkalischer 201002 ON 
Resorcinlösung gekuppelt. Die so Abb. 1. 
erhaltene Farbstofflösung stellte 
man hierauf bei 15° С auf 100 ccm ein. Mit dieser Flüssigkeit wurden 
Verdünnungen bestimmter Konzentration hergestellt und die hierbei 
erhaltenen Farbentöne mit denen des Keiles verglichen. Die durch 
Einstellung auf Farbengleichheit ermittelten Skalenteille am Kolori- 
meter gaben die entsprechenden Mengen Neosalvarsan in der betreffen- 
den Verdünnung an. Die Zusammenstellung der gefundenen Werte 
bzw. Skalenteile ergab vorstehende Abb. 1. 

Die vorstehenden Werte bleiben auch bestehen, wenn das Neo- 
salvarsan in Ringerlösung oder in Harn gelöst wird, wobei in letzterem 
Falle bei Einstellung des Vergleichkeiles das Verdünnen der Stamm- 
lösung mit dem gleichen Harn zu geschehen hat. Auf diese Weise 
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wurden außer dem Keile mit 0,1 proz. Neosalvarsanlösung auch noch 
solche mit Verdünnungen 1:5000 und 1:10000, also mit 0,02- und 
0,01proz. Lösungen hergestellt. Bei entsprechenden Konzentrations- 
graden dieser Lösungen wurden am Kolorimeter die gleichen Skalen- 
teile erhalten wie in Tabelle І (в. Abb. 1) angegeben. Nur Serum- 
lösungen lieferten andere Werte. In Tabelle II ist eine übersichtliche 
Zusammenstellung der den einzelnen Skalenteilen korrespondierenden 
Neosalvarsanmengen bei Anwendung von Lösungen verschiedener 
Konzentration gegeben. 




















Tabelle II. 

Ve dü 1: 1000. ; У 1:10 

Lösungsmittel, H,O. | рт а ne ш Verdünnung 1 : 1000. 
poyslol. Kochsalzlösung, | Cen vorsteh end | wie Merde end außer | Serum (Rinder) 

TEE TE TEE ar a ne A EE 
Skalen» Neosalvarsan ` Balken: Neosalvarsan эш Neosalvarsan Skalen» Neosalvarsan 

teil gin 100 ccm teil Bi in cam g in 100 сот | teil il ' gin ый 

= Е ——————= 

15 0,09 | 15 0,018 15 0,009 | 12 0,09 

25 0,08 ` 25 0,016 25 0,008 22 | 0,08 

35 0,07 35 0,014 35 | 0,007 32 0,07 

45 0,06 45 0,012 | 45 0006 2 | 006 

55 0,05 | 55 0,010 | 55 0,005 | 62 0,05 

65 0,04 | 65 0,008 65 0,004 62 0,04 

75 0,03 75 | 006 | 75 008 | 72| 0,08 

85 | 0,02 _ 86 0,004 ‚ 85 0,002 82 0,02 

95 | 001 9% 0,002 | 95 0,001 92 | 0,01 


Somit ließ sich die quantitative Bestimmung des Neosalvarsans, 
wenn solches in Wasser, physiologischer Kochsalzlösung oder in Ringer- 
lösung gelöst war, bis zu 0,02%, entsprechend einer Verdünnung 
1: 50000, ermöglichen, qualitativ war der Nachweis bis zu einer Kon- 
zentration von 1:100000 zu erbringen. Bei unverdünntem Harn 
betrug die Grenze der quantitativen Ermittlung 0,004 %, was einer 
Verdünnung von 1:25000 entspricht, qualitativ war Neosalvarsan 
noch im Verhältnis 1:50000 zu erkennen. Weitere Beobachtungen 
über die angeführten Grenzzahlen hinaus ergaben ungenaue Befunde, 
besonders bei Harn, wo oft schon bei Abwesenheit von Neosalvarsan 
durch Behandeln des Harns mit salpetriger Säure und Versetzen mit 
alkalischer Resorcinlösung schwach braun bis braunrötliche Färbungen 
auftraten. Derartige Farbtöne dürfen nicht zur Beurteilung für die 
Anwesenheit von Neosalvarsan herangezogen werden, sondern nur 
solche, die absolut einwandsfrei die typisch rote Farbe des Neosalvarsan- 
azofarbstoffs haben. Wie zu Anfang bereits erwähnt, leistete in frag- 
lichen Fällen die Feststellung des Absorptionsspektrums ausgezeichnete 
Dienste. Dieselbe geschah mit Hilfe des von der Firma Leitz in Wetzlar 
konstruierten Mikrospektroskops, welches sich bei allen diesbezüglich 
ausgeführten Untersuchungen sehr gut bewährte. Es sei darauf hin- 
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gewiesen, daB, wie durch Versuche festgestellt wurde, Harn an und für 

sich sowie nach Behandlung mit salpetriger Säure und Hinzufügen 
alkalischer Resorcinlösung kein Absorptionsspektrum gibt. Bei Serum 
liegen die Verhältnisse insofern schwieriger, als der mehr oder minder 
starke gelbe Farbton des Serums sowie die fast stets vorhandene 
schwache Opaleszenz die Farbbeobachtungen bei verschiedener Kon- 
zentretion des Neosalvarsanfarbstoffs stark beeinflussen. Man ver- 
dünnt daher am besten das Serum mit physiologischer Kochsalzlösung 
und stellt alsdann mit dem so verdünnten Serum die Beobachtungen 
an. Sera, die stark gelb gefärbt sind, wie Rinder- und Pferdeserum, 
verdünnt man stärker wie nur schwach gefärbte, zu denen Kaninchen-, 
Meerschweinchen- und Menschenblutserum zu rechnen sind. Auch 
bei den Untersuchungen, bei denen der Salvarsanfarbstoff in Serum 
gelöst vorliegt, ist es zweckmäßig, das Absorptionsspektrum zur Be- 
urteilung mit heranzuziehen. Reine Sera zeigen kein Absorptions- 
spektrum. 

Die analytische Genauigkeit der quantitativen Bestimmung des 
Neosalvarsans auf kolorimetrischem Wege ist eine verhältnismäßig 
sehr gute, da, wie die Versuche der Tabelle III beweisen, die Fehler- 
grenze im Mittel nur 2,04%, beträgt. 

















Tabelle III. 
Versuchs F ша Kolorimetrisch а Ж 4 

ersuchs> . ngewandte olorimetrisc itferenz p CH 1 
mees | we аа | "ЧӘЕ Менше) Tundz | Differenz 

1 0,013 43 0,012 8 — 000063 | — 4,69 

2 0.0067 00062 | — 0,0005 — 7,46 

3 0,013 23 0,013 6 { 0.000 37 | ++ 2,79 

4 0,019 85 0.01845 | — 0.001 4 — 7,05 

5 0,026 46 0,02640 | —0,00006 | — 0,22 

6 0,030 43 0,030 44 + 0,000 01. + 0,03 

7 0,03969 | 0,038 40 — 0,00129 | - 3,25 

8 | 0,046 31 0,045 50 — 0,00081 | — 2,74 

9 0,006 45 | 0,006 72 -+0,00025 © + 3,87 

10 ( 0,00215 0,001 16 — 0.000 99 | — 4,60 





Ähnlich verhält es sich auch bei solchen Neosalvarsanlösungen, 
bei denen Harn oder verdünntes Serum als Lösungsmittel angewandt 
wurde. Es kann somit diese Methode der quantitativen Bestimmung 
des Neosalvarsans im Harn, Serum und dergleichen angewandt werden, 
ohne daß hierbei nennenswerte Abweichungen von den tatsächlich 
vorhandenen Mengen dieses Stoffes zu befürchten wären. Die quanti- 
tative Ermittlung des Neosalvarsans im Harn, die klinisch nicht ohne 
Bedeutung sein dürfte, wird zweckmäßig in folgender Weise ausgeführt: 
Der nach Injektion entlassene Harn wird gemessen und auf je 100 ccm 
Harn 1 ccm einer Kali-Natronlauge hinzugefügt, die je 20 р festes 
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КОН und NaOH in 100 eem gelöst enthält. Dadurch wird ein 
schnelleres Absitzen des beim Stehen des Harns auftretenden Nieder- 
schlages bewirkt, zugleich Neosalvarsan in Lösung gehalten, welches 
eventuell teilweise mit dem Niederschlage ausgeschieden werden könnte. 
Alsdann filtriert man und gibt zu 5 сот des klaren Harns aufeinander- 
folgend zehn Tropfen 10рго2. Salzsäure und fünf Tropfen 1ргор. 
Natriumnitritlösung unter Eiskühlung. Zu dieser Flüssigkeit fügt man 
alsdann einige Tropfen einer stark alkalischen Resorcinlösung, worauf 
bei Anwesenheit von Neosalvarsan eine mehr oder minder starke Rot- 
färbung auftritt. Das Ganze stellt man auf ein bestimmtes Volumen 
ein, möglichst konzentriert, und läßt am Kolorimeter unter Anwendung 
eines mit Neosalvarsanharn geeichten Keiles den Gehalt der zu unter- 
suchenden Flüssigkeit ab. 


Zweckmäßig verwendet man einen Keil mit der Lösung 1: 5000. 
Unter Berücksichtigung des Verdünnungsgrades läßt sich die mit der 
Gesamtharnmenge ausgeschiedene Quantität Neosalvarsan ermitteln. 
Wie Tabelle IV zeigt, ist die Ausscheidung von unverändertem Neo- 
salvarsan aus Harn sehr verschieden, und allgemein erfolgt nach den 
erstmaligen Einspritzungen eine stärkere Abgabe, selbst bei Gegenwart 
kleinerer Gaben als wie späterhin bei Anwendung größerer Dosen. 
Eine bestimmte Norm für den jeweiligen Grad der Abgabe des Neo- 
salvarsans nach den Einspritzungen läßt sich nicht aufstellen, vielleicht 
weil die Menge des ausgeschiedenen Neosalvarsans durch die Auf- 
nahmefähigkeit eines jeden einzelnen Organismus bestimmt ist. Ferner 
geben die quantitativen Bestimmungen nur dann zuverlässige Werte, 
wenn sie möglichst bald nach Ausscheidung des Harns aus dem Orga- 
nismus vorgenommen werden. Denn, wie Versuche der Tabelle V 
zeigen, tritt allmählich eine Zersetzung des Neosalvarsans im Harn 
ein, die um so schneller vor sich geht, je geringer die vorhandene Menge 
Neosalvarsan ist. 























weisbar, da bereits Zersetzung ein- 
getreten war. 
0,016 38 0 | 0,016 38 2,73 


Tabelle IV. 
| 1 Ausgeschiedene М Па VEER 
Versuchs» ||Injizierte Menge "80 Neosalvarsan goe кешсе Bezogen auf die 
nummer | Neosalvarsan a) nach Sieg | Ma nach 6 Ausscheidung injizierte Menge 
1 0,300 g 0.0062 | 0 ‚ 0,0062 2,06 9% 
2 ’ 0,450 0 ‚032 76 0,017 43 0,050 19 11,15 
3 | 0,600 0.017 47 0 0,019 47 2,91 
4 0,450 0, '028 27 0,019 20 0,047 47 10,54 
5 ' 0,600 0,010 76 0 0,010 76 2,39 
6 0,450 0,028 88 0,026 28 0,055 16 12,25 
7 d 0,300 Nur 8 puren von Neosalvarsan nach- 
| 
| 
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Tabelle V. 
Abnahme des Neosalvarsans im Harn durch Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur (0,l proz. Lösung). 



































y In Lösu vors Nicht meh я 
Zeit | 0040204 Menge ae Mae не 
Neosalvarsan . Neosalvarsan panne 
SE >= BEE: e SE —— eege Seege ee Dee 
| | 
Nach 1Stunde .... | 0,090 0,01 | 10% 
Ж 2 Stunden. . | 0,080 | 0,02 20 
9 6 ы ожсо EK 0,080 0,020 20 
” aa Жө. 0080 | 0.02 20 
Ё 3 Тареп | 0,078 0,022 | 22 
„= о SACH | 0,044 44 
5 9, . | Nur noch Spuren nachweisbar, quantitativ 


| nicht mehr zu ermitteln. 


Durch Vergleichsversuche wurde festgestellt, daß die vorstehende 
Methode der quantitativen Bestimmung des Neosalvarsans im Harn 
sehr gute Resultate gibt. Ferner wurde noch die Brauchbarkeit des 
Azoneosalvarsanfarbstoffs bezüglich seiner Verwendung für Keil- 
lösungen ermittelt. Versuche ergaben, daß die mit diesem Farbstoff 
eingestellten Lösungen genau die gleichen Farbtöne bzw. Skalenteile 
am Kolorimeter ergaben, als wenn entsprechende Mengen Neosalvarsan 
jeweilig diazotiert und mit alkalischer Resorcinlösung gekuppelt wären. 

Anschließend an die Arbeit von М. Hahn und Е. Remy!) ‚Über 
die Aufnahme von Quecksilberchlorid und Trypaflavin durch Bakterien 
und Körperzellen“, wurden Adsorptionsversuche in entsprechendem 
Sinne mit Neosalvarsan angestellt. Die genau abgewogene Substanz 
wurde іп 10 ccm physiologischer Kochsalzlösung oder in Rinderserum, 
das bei 56° inaktiviert war, je nach Anordnung der Versuchsbedingungen, 
gelöst und diese Lösung zu einer bestimmten Menge zentrifugierter 
Bakterienmasse oder zerkleinerter Meerschweinchenleberzellen gegeben. 
Das Gemisch schüttelte man 15 Minuten bei + 37°C und bestimmte 
mittels des oben angegebenen kolorimetrischen Verfahrens die nicht 
adsorbierte Menge Neosalvarsan. Die bei unseren Versuchen erhaltenen 
Werte sind in Tabelle VI zusammengestellt. Е 

Vergleichen wir die Adsorptionswerte des Neosalvarsans für Koli- 
bakterien mit denen der Leberzellen, so machen sich hierbei keine 
nennenswerten Unterschiede bemerkbar, wie solche bei unseren früheren 
Versuchen mit Trypaflavin und Quecksilberchlorid festgestellt wurden, 
wo Bakterienzellen stets mehr adsorbierten wie tierische. Auch bei 
obigen Versuchen haben wir die gleiche Erscheinung wie beim Trypa- 
flavin bzw. Quecksilberchlorid, nämlich daß aus physiologischer Koch- 
salzlösung mehr Neosalvarsan herausgelöst wird wie bei Gegenwart von 
inaktiviertem Serum. Es hält somit scheinbar das Serum einen Teil des 


1) М. Hahn und E Remy, Deutsch. med. Wochenschr. 1922, Nr. 24. 
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Tabelle VI. 























2 Menge] Sl № а |Zufefügte Мезе), P| Nicht ade| даво, | Bezogen | В Bezogen | Feuchtig- 
An Gelee Zugefügte Mengel y 5 ber Së Mes | 1 100 8 "Ta 100 g rg 
10 ccm phy sios Menge el, mW etrockn. | gehalt der 
DE gel Кось, | М ео» ee Bakterien» |Bakterien» terien» 
alzlösung salvarsan masse masse masse 
Ka 0403 | 00100 и 0,0030 ` | оті | 431 |8358% 
2 0,1692 0,0100 |15 | 0,0082 0,0018. 1.06 7,32 | 85,53 
3 | 6,4448 0,0200 |15 |0,00966 | 0,01034 232 | 14,36 | 83,58 
4| 0,4757 0,0300 |15 |0,0180 0,0120 | 2,52 | 15,60 83,58 
5 0,4520 0,0400 15 | 0,0245 |0,0158 | 342 | 2117 | 83,58 
6 | 0,2659 0,0400 |15 |0.0308 |0,0920 | 345 | 2598 | 85,53 
7| 0,2745 0,0500 |15 0,0390 0,0110 400 | 23,84 | 85,53 
8 | 0,3822 0,0600 |15 | 0,0375 0,0225 | 5,88 | 40,63 | 85,53 
| In Serum gelöst | 
9’ 0,1788 ' 0,0300 |15 0,0279 d | 118 | 7,63 ke 
Е isch M в ! 
аана. VE, Get 
10 0,5787 | 0,0300 |15 | 0,0119 |0,0182 | 3,14 | 13,88 | 77,39 
п. 0,5620 0.0450 15 | 0,0287 | 0,0163. 2,93 | 12,95 | 77,39 
12| 0,5737 0,0600 |15 | 0,0346 10,0252 | 4,42 | 19,54 | 77,39 
| In Serum gelöst | 
13 | 0,5502 0,0300 |15 | 0,0224 !0,0076 | 138 ! 6,10 | 77,39 





Neosalvarsans zurück, der nicht zur Adsorption gelangt. Ferner wurde 
bei Versuch 10 ermittelt, inwieweit die Adsorption des Neosalvarsans 
wieder rückgängig gemacht werden kann, was durch wiederholtes 
Ausschütteln der mit Neosalvarsan behandelten Leberzellen mit je 
10 ccm physiologischer Kochsalzlösung geschah. Hierbei zeigte sich, 
daß von 3,14% adsorbierter Substanz bei der ersten Ausschüttelung 
0,35%, wieder herausgelöst werden konnte, also ein verhältnismäßig 
geringer Betrag. Die zweite Ausschüttelung wies Neosalvarsan nur 
noch in Spuren auf. 

Außer den Adsorptionsversuchen des Neosalvarsans gegenüber 
tierischen Zellen wurde noch ein Durchspülungsversuch ausgeführt, 
bei dem eine Meerschweinchenleber im Gewicht von 42 g mit 125 ccm 
Ringerlösung, die 0,02%, Neosalvarsan gelöst enthielt, 2 Stunden lang 
durchspült wurde. Nach 15 Minuten trat eine ziemlich konstante 
Adsorption ein, die 30 Minuten lang anhielt, sodann stieg dieselbe 
allmählich, bis nach Verlauf von 2 Stunden der Versuch abgebrochen 
werden mußte, da die Leber stark zu tropfen begann. Die Zunahme 
der Adsorption bei diesem Versuche ist in Tabelle VII wiedergegeben. 

Für den Verlauf des Adsorptionsvorgangs trifft die von Freundlich 
aufgestellte Adsorptionsisotherme!), ein mathematischer Ausdruck für 


1) Nernst, Theoretische Chemie, 8. bis 10. Aufl. 1921, S. 570; Zzigmondy, 
Kolloidchemie, 2. Aufl. 1918, S. 90; L. Michaelis, Praktikum für physika- 
lische Chemie, 1921, S. 109. 
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Tabelle VII. 

ба 

zei KA 

EE E 
Nach 2 Minuten... 0,015 
ы Мо ду nn 0,010 
з О эз жоюш 0,010 
ь‚ 45 м ee | 0,010 
„э 60 о. ..... 0,0076 
a IW а о 0,0054 


de Abhängigkeit des Adsorptionsvorgangs von der Konzentration 
der adsorbierenden Substanz in dem das Adsorbens umgebenden Medium, 
in nur ganz beschränktem Umfange zu, wie durch unsere Versuche 


und Berechnungen festgestellt werden konnte. Die Abweichungen von 
1 


dem Formelausdruck z/m = e CH waren mitunter ganz erhebliche, 
nur für ein gewisses Bereich hatte diese Formel ihre Gültigkeit, wie 
dieses auch für manche andere Stoffe zutrifft. Sie besitzt den Typ 
einer ausgesprochenen Interpolationsformel. Die Konstante œ wurde zu 
1,41, die Konstante Lin zu 0,85 ermittelt. 

Bei der Aufnahme des Neosalvarsans durch Körperzellen und 
Bakterien deuten alle Erscheinungen darauf hin, daß wir es mit einem 
Adsorptionsvorgang zu tun haben, der, wenn er auch nicht den aus- 
geprägten Charakter eines solchen trägt, doch in sehr nahen Beziehungen 
zu ihm steht. Es ist zu bedenken, daß zwischen Stoffen bekannter 
Zusammensetzung, wie wir solche in den chemischen Verbindungen 
haben, und denen in organischen Zellen wesentliche Unterschiede be- 
stehen bezüglich ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften, 
welches Verhalten sich auch unter anderem in den Adsorptionserschei- 
nungen ausprägen dürfte. Während wir bei Gegenwart organischer 
oder anorganischer Stoffe bestimmter Konstitution das Wesen der 
Adsorptionserscheinung eingehend verfolgen können, daher auf Grund 
der Befunde sich bestimmte Gesetze oder Regeln aufstellen lassen, 
müssen wir uns bei Gegenwart von Zellmaterial schon damit begnügen, 
wenn die bei unseren Versuchen sich ergebenden Resultate mit denen 
für Stoffe bekannter Zusammensetzung annähernd übereinstimmen. 
Für den Vorgang einer Adsorption des Neosalvarsans mag auch die 
Tatsache herangezogen werden, daß Bakterien nach Behandlung mit 
Neosalvarsan, selbst in hochkonzentrierter Lösung, nicht unmittelbar 
abgetötet werden, wie unsere diesbezüglichen Versuche mit Koli zeigten, 
sondern erst bei längerer Einwirkung ihre Lebensfunktionen einbüßen!). 


1) О. Schiemann und Ishinara, Zeitschr. f. Hygiene 77, 49, 1914. 
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Würde es sich hierbei um einen rein chemischen Prozeß handeln, der 
zwischen Bakterienplasma und Neosalvarsan sich abspielte, so müßte 
eine Verbindung entstehen, die die Funktion der Bakterienzelle in 
einer bestimmten Weise unmittelbar beeinflussen würde, es müßte 
dann bei Anwendung einer bestimmten Konzentration des Neosalvarsans 
dieses in unveränderter Form nicht mehr nachweisbar sein, was aber 
den bisher gemachten Erfahrungen widerspricht. Durch die Adsorption 
kann zunächst eine Schädigung der Zellmembran des Bakterienleibes 
stattfinden, die mehr oder minder schnell vor sich geht, je nach deren 
Resistenz. Ist die Schädigung der Zellmembran in solcher Weise er- 
folgt, daß nunmehr das Neosalvarsan mit dem Zellinhalt in Reaktion 
treten kann, wobei aber die Bildung einer chemischen Verbindung 
zwischen beiden Stoffen nicht zu erfolgen braucht, so wird damit die 
Zellfunktion eine Änderung erleiden. Der Einfluß des Neosalvarsans 
auf die Bakterienzelle würde im angegebenen Sinne ein indirekter 
sein, wie es bei dem Vorgang der Adsorption der Fall ist. 


Zusammenfassung. 

1. Die qualitative und quantitative Bestimmung des Neosalvarsans 
im Harn und Serum läßt sich mit Hilfe der von Abelin aufgefundenen 
Diazoreaktion bei Anwendung des Autenriethschen Kolorimeters bis 
zu nachstehenden Verdünnungen einwandsfrei durchführen: 

a) für Harn, qualitativ 1: 50000, 

b) ,, m quantitativ 1 : 25000, 

c) ‚ Serum, qualitativ 1: 80000 (je nach dem Grade der Ver- 

dünnung des Serums), 

d) „ » quantitativ 1: 50000. 

Die Fehlergrenze der quantitativen Ermittlung schwankt zwischen 
2 bis 3%. 

2. Der bei der Diazoreaktion entstehende und von mir isolierte 
Farbstoff ist das Natriumsalz der p-Dioxybenzolazodioxyaminoarseno- 
benzolmonomethansulfinsäure, ein in Rhomben kristallisierender Körper. 
Derselbe ist in Wasser leicht löslich, weniger in Alkohol und zersetzt 
sich, ohne zu schmelzen, bei höherer Temperatur. Der Farbstoff ist 
auf Wolle fixierbar, neigt bei seiner Bildung leicht zur Verharzung 
und zeigt die Eigenschaften eines Indikators. Eine 0,1ргоғ. Lösung 
desselben in Wasser oder Alkohol, Harn oder Serum zeigt im Spektro- 
skop eine einseitige Absorption von A 560uu ab, die als wertvolles 
Diagnostikum bei der Beurteilung der Gegenwart von Neosalvarsan 
mit herangezogen werden kann. 

3. Bei der Aufnahme des Neosalvarsans durch Bakterien oder 
Körperzellen sprechen die Befunde für den Vorgang einer Adsorption, 
und zwar ist diese bei Gegenwart einer Neosalvarsanlösung, mit physio- 
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logischer Kochsalzlösung bereitet, stärker als bei einer solchen 
mit Serum hergestellten. Es werden nämlich aus Serumlösung rund 
50%, weniger Neosalvarsan adsorbiert als bei Anwesenheit physio- 
logischer Kochsalzlösung. Auf den Adsorptionsvorgang ist die Freund- 


lichsche Adsorptionsisotherme nur für bestimmte Konzentrationen an- 
1 
wendbar, größere Abweichungen von dem Ausdruck х/т =х.с" 


treten bei Anwendung sehr geringer sowie sehr konzentrierter Lösungen 
auf, nämlich unter 0,1%, und über 0,6%. 

4. Für das Zustandekommen einer chemischen Verbindung bei 
Einwirkung des Neosalvarsans auf Bakterien sind Beweise nicht an- 
zuführen, es spricht vielmehr das ganze Verhalten der Aufnahme des 
Neosalvarsans gegen eine solche Annahme. Die Wirkung des Neo- 
salvarsans auf die Bakterien dürfte lediglich eine indirekte sein. 


Im Anschluß an vorstehende Arbeit möchte ich es nicht versäumen, 
Herrn Dr. Eyrich, Assistent an der Hautklinik der Universität Freiburg, 
für seine liebenswürdige Unterstützung meinen verbindlichsten Dank 
auszusprechen, ebenso den Farbwerken Meister, Lucius u. Brüning, 
Höchst a. M., für das mir zur Ausführung meiner Versuche zur Ver- 
fügung gestellte Neosalvarsan. 


Weitere Beiträge zur Nephelometerapparatur und der Methodik 
nephelometrischen Arbeitens. 


Von 


Hans Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Charité 
Berlin.) | 


(Eingegangen am 1. Februar 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


In dem Bestreben, eine genaue und einfache Mikromethodik zur 
Bestimmung des Calciums auszuarbeiten, wurde der Versuch gemacht, 
eine nephelometrische Methodik der Ca-Bestimmung mit Hilfe des 
Nephelometers nach Kleinmann!) zu schaffen. Über diese Arbeit 
wird in einer anschließenden Veröffentlichung berichtet. 

An dieser Stelle seien einige Erfahrungen und Vorschriften be- 
sprochen, die sich aus der anhaltenden Beschäftigung mit der nephelo- 
metrischen Methodik ergeben haben und die ganz allgemein das Prinzip 
der nephelometrischen Bestimmung an sich betreffen. 

Die nephelometrische Methodik ist mehrfach und ausführlich an 
anderen Stellen beschrieben worden!) Es muß daher hinsichtlich 
ihrer auf diese Arbeiten verwiesen und betont werden, daß die dort 
angegebenen Punkte aufs genaueste zu beachten sind. 

Hier soll nur auf einige Änderungen in der Methodik, konstruk- 
tive Verbesserungen des Apparates sowie auf einige allgemeine nephelo- 
metrische Fragen eingegangen werden. 


I. Bemerkungen zur Apparatur. 
1. Apparaturänderungen. 

Bevor einige Einwendungen besprochen werden, die hinsichtlich 
des Nephelometers gemacht worden sind, sei darauf hingewiesen, daß 
von Stefan Rusznyák?) in einer Arbeit mit dem Titel ‚Die Umgestaltung 
des Chromophotometers von Plesch in ein Nephelometer“ ein Apparat 


1) H. Kleinmann, diese Zeitschr. 99, Н. 1—6, S. 115—149, 1919; 
derselbe, Kolloid-Zeitschr. 27, 236, 1920. 
2) S. Rusznyák, diese Zeitschr. 188, Н. 4—6, В. 365. 
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beschrieben und abgebildet worden ist, der in Prinzip und Optik bis 
in die Einzelheiten der Konstruktion identisch mit dem von mir in 
dieser Zeitschrift 99, Н. 1—6, S. 139/31 abgebildeten und beschriebenen 
Apparat ist. Der einzige Unterschied besteht darin, daß die Nephelo- 
meterapparatur bei ihm herausnehmbar, bei mir aber fest montiert 
ist, was zur Sicherung der Apparaturexaktheit geschehen ist. 

Auch sein Prinzip, der Umbau des Pleschschen Chromophotometers, 
ist das meinigr, wie auf S. 132 des zitierten Bandes ausführlich dar- 
gelegt ist. Es erübrigt sich daher, auf die von Rusznyák erfolgte Gegen- 
überstellung seiner Konstruktion mit dem Nephelometer nach Klein- 
mann weiter einzugehen. 

Von Weinberg!) ist in dieser Zeitschrift eine eingehende Kritik 
meiner Nephelometerapparatur erschienen. Diese gründet sich aber 
in ihren hauptsächlichsten Punkten auf einer falschen Beschreibung 
meines Apparates und zeigt, daß der Autor diesen nicht in Händen 
gehabt hat. 

So schreibt Weinberg: „Beim Koberschen Instrument reicht 
der Lichtschirm ebensoweit nach unten als die Tauchröhre. Beim 
Kleinmannschen Apparat dagegen 2cm weiter nach unten. Im letzt- 
genannten Apparat ist dadurch zwischen dem Tauchrohr und der un- 
beleuchteten Flüssigkeitssäule eine Schicht, welche das Licht aus dem 
beleuchteten Teil reflektiert. Diese Einrichtung ist also theoretisch 
falsch.“ 

Diese Kritik und die sich daran anschließenden Folgerungen sind 
hinfällig, da sich meine Tauchzylinder nicht 2 em, wie Weinberg schreibt, 
sondern 2 mm über dem Tyndallkegel befinden. Diese Einrichtung 
ist bewußt getroffen, um zu gewährleisten, daß der Tyndallkegel sicher 
durch die scharfen Schneiden der Fensterblenden und nicht durch die 
Tauchröhren gebildet wird, was optisch fehlerhaft wäre. Gerade diese 
Einrichtung, die Weinberg kritisiert, erachte ich als eine wesentliche 
Verbesserung des Koberschen Apparattypus. Die 2 mm hohe Flüssig- 
keitsschicht über dem Tyndallkegel ist praktisch bedeutungslos. 
Übrigens sind die Tauchzylinder herunterschraubbar, und es ist somit 
möglich, diese Schicht noch bis auf A = 0 zu verkleinern. Man ver, 
gleiche über den Einfluß dieser Höhe und die Genauigkeit der Messung 
die vortreffliche mathematische Behandlung der Nephelometrie durch 
Lednicky?). 

Richtig dagegen ist, wenn Weinberg sagt, daß es fehlerhaft sei, 
daß durch Verschieben eines Fensters vor den Gefäßen, die mit trüber 
Lösung gefüllt sind, in ihnen eine unbeleuchtete verschieden hohe 


1) Weinberg, diese Zeitschr. 125, 292, 1921. 
3) Lednicky, Kolloid-Zeitschr. 82, H. 1, 5. 12—17, 1923. 
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Bodenschicht trüber Lösung entsteht, die das Licht der über ihr stehen- 
den, den Tyndallkegel gebenden Suspension ungleich stark reflektiert. 
Nur muß ihm entgegnet werden, daß bei der Koberschen Anordnung, 
die er übernimmt, bei der nicht ein Fenster vor dem Gefäß, sondern 
das Gefäß selbst gegen eine Tauchröhre bewegt wird, diese fehlerhafte, 
reflektierende unbeleuchtete Schicht ebenfalls vorhanden ist, und zwar 
über dem Tyndallkegel. Es ist also in seiner Anordnung der gleiche 
Fehler vorhanden. Es hat sich aber nun rein erfahrungsgemäß heraus- 
gestellt, daß dieser übrigens kaum zu beseitigende Fehler so minimal 
ist, daB er innerhalb der Fehlergrenze von №% gar nicht in Frage 
kommt. Er ist also theoretisch wohl vorhanden, kommt aber praktisch 
nicht in Betracht. 


Weinberg hat nach dem Studium verschiedener Nephelometer betont, 
daß die Nephelometer von Kober!) und Kleinmann die geeignetsten seien, 
beiden aber Mängel anhaften, die er in einer Kombination beider Apparat- 
formen zu vermeiden sucht. 

Hier muß mit Nachdruck darauf hingewiesen werden, daß eine Gleich- 
stellung der Anwendbarkeit der Nephelometer von Kober und des Nephelo- 
meters nach Kleinmann der Firma Schmidt & Haensch schon deshalb 
nicht möglich ist, weil es erst mit Hilfe des letzteren überhaupt gelang, 
die Beziehungen zwischen Trübung und Konzentration exakt aufzuklären. 
Erst durch die Ausschaltung der prinzipiellen Fehler des Koberschen In- 
strumentes ist es möglich gewesen, zu exakten Messungen und daher zu 
einer objektiven Beurteilung einer Trübung zu gelangen. Die Verbesse- 
rungen aber, die Weinberg vom Koberschen Instrument aus auf das Schmidt, 
& Haensche in seiner Kombinationsform überträgt, verbessern dasselbe 
durchaus nicht, sondern belasten es zum Teil. Daß eine Verbesserung 
des letzteren durch Weinberg überhaupt nicht vorliegt, geht daraus hervor, 
daß Weinberg genau die gleichen Resultate erzielt wie Kleinmann mit 
dem von ihm benutzten Instrument. Er bestätigt Kleinmann in seiner 
Polemik gegen Kober vollkommen darin, daß, wenn man die Koberschen 
Аррага{еШег ausschaltet, Messungen von Trübungen gleicher Teilchen- 
größe bei einem Fehler von etwa 1% vollkommene Proportionalität 
zwischen Trübung und Konzentration ergeben. Weinberg kommt also 
auch mit seinem verbesserten Apparat nicht über einen durchschnittlichen 
Fehler von 14% hinaus, was verständlich, da ein derartiger Fehler im 
Wesen fast jedweder photometrischen Methodik liegt. 

Daher sind alle Verbesserungen, deren Einfluß nur ein Bruchteil 
dieses Fehlers ist, nicht nur unnütz, sondern sogar fehlerhaft, denn sie 
führen zu einer Scheingenauigkeit, wie sie etwa ihr Analogon in der Angabe 
der zweiten Dezimale hinter dem Komma bei einer Analyse findet, deren 
Genauigkeit an sich nicht größer ist als ganze Einheiten. 

Des weiteren belasten sie aber die Methodik durch Komplizierung der 
Apparatur und der Arbeitsform. Denn der wesentlichste Vorteil des Ne- 
phelometers nach Kleinmann ist seine Einfachheit. Es ist nie behauptet 
worden, daß das Instrument theoretisch ideal sei, sondern nur, daß 
Messungen mit dem photometrischen Fehler von durchschnittlich %% 


1) Kober, Journ. of Biol. Chem. 18. 
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exakt durchführbar seien. Apparaturen, die die Messung noch verfeinern 
wollen — ich erinnere hier an das vortreffliche Tyndallmeter von Mecklen- 
burg und Vallentiner!) —, machen die Messung außerordentlich kompliziert 
und daher für analytische Zwecke, speziell physiologisch-chemische, un- 
geeignet. Eine Verbesserung, die aber die Messung nicht verfeinert, sondern 
sie nur kompliziert, ist, wie schon gesagt, fehlerhaft. So bemängelt beispiels- 
weise Weinberg das Fehlen einer Beleuchtung der Apparatur mit wirklich 
parallelem Licht. Bei dem Schmidt & Haenschen Nephelometer ist eine 
annähernd parallele Beleuchtung dadurch erzielt, daß das ganze Instrument 
sehr klein gehalten ist, die Höhe der verwendeten Tyndallkegel nur 40 mm 
beträgt und die Beleuchtungsquelle hinsichtlich zu dem kleinen beleuchteten 
Ausschnitt in dem großen Abstand von %, m aufgestellt ist. Dieses Be- 
leuchtungsverhältnis gibt eine ausreichend parallele symmetrische Be- 
leuchtung. 

Weinberg schaltet zwischen Lichtquelle und Apparat ein Linsen- 
system, um wirklich paralleles Licht zu erhalten. Die Vorstellung 
aber, hierdurch wirklich paralleles Licht zu erhalten, ist durchaus 
irrig, da kein derartiges Linsensystem ein auch nur annähernd paralleles 
Licht liefert. Die Verbesserung kompliziert die Apparatur nur, ohne 
ihr irgendwie zu nützen. 

Dagegen ergab sich bei der Untersuchung von Calciumtrübungen, 
daß einige Punkte in der Apparatkonstruktion einer Korrektur be- 
dürften, die bei der Herstellung neuer Instrumente schon durchgeführt 
werden, bei den in Benutzung befindlichen aber von dem Eigentümer 
selbst leicht vorgenommen werden können. 

Als eine Quelle vieler Fehlermöglichkeiten zeigte sich die schlechte 
Beschaffenheit der Reagenzgläser, die zur Aufnahme der zu unter- 
suchenden Lösungen dienen. Da dieselben aus gewöhnlichem Glase 
bestehen, zeigen sie durch das Ziehen der Röhren bedingte Rieflungen 
und Unreinheiten. Diese Unreinheiten des Glases können aber bei 
der Untersuchung von schwachen Trübungen zu recht unangenehmen 
Fehlerquellen werden, da ihr Einfluß ein recht beträchtlicher ist. Der 
Ersatz dieser Reagenzgläser aus solchen aus optischem Glase, wie es für 
die Herstellung von Linsen verwandt wird, ist deshalb leider nicht 
möglich, da zurzeit Röhren aus solchem Glase nicht hergestellt werden 
können. Der Ersatz aber der Gläser durch Tröge ist deshalb bedenklich, 
da die Kittung all dieser Tröge nicht absolut zuverlässig ist. Versuche 
mit Trögen besten Kittes sind von der Firma Schmidt & Haensch 
angestellt und haben zu guten Resultaten geführt. Die Firma liefert 
nunmehr auch vierkantige Tröge, und zwar ist das Nephelometer 
dahin geändert worden, daß sowohl Reagenzgläser als auch Tröge 
beliebig in die Apparatur eingeführt werden können. Es ist not- 
wendig, vor Beginn des Arbeitens mit dem Nephelometer streng auf 


_1) W. Mecklenburg und S. Valentiner, Zeitschr. f. Instrumentenkunde 
84, 209—220, 1914. 
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die Reagenzgläser zu achten und sie durch Messung von Lösungen 
gleicher Trübung auf beiden Seiten des Instrumentes zu prüfen. Zweck- 
mäßig sind ungleichartige Gläser zu verwerfen, da sich bei einiger 
Mühe doch stets Gläser heraussuchen lassen, welche den Ansprüchen 
genügen. Zu achten ist darauf, daß stets die gleichen Peripheriehälften 
dieser Gläser bei verschiedenen Messungen dem Lichte zugekehrt 
sind, was leicht durch die auf ihnen angebrachte Einfüllmarke, die 
stets nach hinten (zum Beobachter) sehen soll, erzielbar ist. Sind 
gute Gläser nicht beschaffbar, so müssen die Gläser nach der Messung 
umgetauscht und das Mittel aus diesen Ablesungen als Meßwert zu- 
grunde gelegt werden. 

Ein weiterer Punkt, auf den zu achten ist, ist der, daß bei der 
bisherigen Konstruktionsform die Abdichtung der Gläser gegen Neben- 
licht noch nicht ganz zureichend ist. Vor allem dürfen die Gläser sich 
nicht gegenseitig beleuchten. Auch ist es zurzeit noch möglich, daß 
durch den Mantel des Beobachters reflektiertes Licht von hinten her 
auf die nicht absolut lichtdicht abgedeckten Gläschen fällt. Dieser 
Fehler ist außerordentlich geringfügig und bei gewöhnlichen Messungen 
nicht festzustellen, tritt aber in Erscheinung, wenn man auf die eine 
Seite des Nephelometers klares, optisch leeres Wasser setzt. Die 
Korrektion wird von der Firma so ausgeführt, daß der die Gläschen 
umgebende Schutzkasten lichtdicht angelegt wird und durch eine 
Scheidewand auch die Gläschen direkt selbst voneinander getrennt 
werden. 

Für die bis jetzt schon im Gebrauch befindlichen Apparate läßt 
sich die Trennung der Gläschen leicht durch ein Stückchen zurecht- 
geschnittener schwarzer Pappe, die Lichtdichtung nach hinten und 
oben durch ein über das Schutzkästchen gelegtes schwarzes Tuch 
bewerkstelligen. 

Diese Korrektionen ergaben sich erst jetzt, da mit dem fabrik- 
mäßig hergestellten Apparat gearbeitet wurde, während bei den früheren 
Messungen ein weniger empfindliches Modell in Anwendung kam. 
Ihr Einfluß ist ein sehr geringer, bei absolut exakten Arbeiten aber 
zweckmäßig zu berücksichtigen. 


2. Mikronephelometrie'). 

Bei der Untersuchung von Substanzen, die nur in außerordentlich 
geringer Menge zur Verfügung stehen, hat es sich als ein Nachteil der 
bisher bestehenden Nephelometerform herausgestellt, daß sie Gefäße 
anwendet, die etwa 12 cem Flüssigkeit zur Messung beanspruchen. 


1) Die Apparatur wird von der Firma Schmidt & Haensch, Berlin, 
Prinzessinnenstr. 16, geliefert. 
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Es wurde daher versucht, eine Konstruktionsform zu schaffen, 
die auch die Untersuchung sehr geringer Flüssigkeitsvolumina ermög- 
licht. Gemeinsam mit der Firma Schmidt & Haensch wurde daher 
ein Zusatzteil zu dem bisherigen Nephelometer gebaut, der gestattet, 
dasselbe sowohl für Makrountersuchungen (12 ccm Flüssigkeitsvolumen) 
und Mikrountersuchungen (2,6 und 1,5ccm Flüssigkeitsvolumen) zu 
benutzen. 


Ma Mi h 





Zu diesem Zwecke werden zwei eintauchende Glaszylinder K ge- 
liefert, die von kleinerem Durchmesser sind als die bisher am Apparat 
befindlichen und durch Einschrauben gegen diese umgetauscht werden 
können. Eine im Strahlengang einschaltbare Blende Mi paßt den 
Strahlengang dem Durchmesser dieser kleinen Zylinder an. Die Reagenz- 
gläschen R, von 2,6ccm Fassungsvermögen und das etwas kürzere 
und daher mit einem Glasstiel versehene Gläschen R, von 1,5 ccm 
Fassungsvermögen, die je nach Eignung für die kleinen Tauchzylinder 
verwandt werden können, würden an sich eine so starke Lichtbrechung 
bedingen, daß der durch den Kreis angedeutete Raum zur Lichtentnahme 
der Abb. 2 klein bemessen wäre. 

Daher ist das Reagenzgläschen R in einem Glastrog Т montiert, 
der mit dem Lösungsmittel, das in R eingefüllt wird, anzufüllen ist. 
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Hierdurch wird die Brechung, wie aus Abb. 3 hervorgeht, vermindert 
und genügend Platz für den Tauchzylinder geschaffen. 

Das System Trog-Reagenzglas ist fertig zum Einschieben in den 
Apparat montiert. Die Anordnung ist aus der Abb. 1 ohne weiteres 
verständlich. 

Die Einrichtung ermöglicht die Untersuchung von Sera und ähn- 
lichen, nur in geringer Menge beschaffbaren Substanzen, und setzt 
die absolute Grenze der Bestimmbarkeit nephelometrischer Substanzen 
um das Achtfache herab. 


3. Ein neuer Trübungsstandard. 

Bei vergleichenden Messungen, speziell analytischen, ist es zweifellos 
das prinzipiell richtigere Vorgehen, die untersuchte Trübung gegen 
eine solche bekannten Gehaltes, die gleichzeitig durch dieselbe Reaktion 
wie die unbekannte erzeugt wird, zu vergleichen, anstatt diese gegen 
einen festen Trübungsstandard zu messen, da hierdurch die bei Her- 
stellung einer Trübung oft nicht faßbaren und beherrschbaren Varia- 
tionen der Herstellungsbedingungen durch die Relativität der Messung 
zum Fortfall gelangen. 

Andererseits ist es aber bei Schwierigkeit der Beschaffung ge- 
eigneter Vergleichslösungen (beispielsweise Eiweißgemische) oder bei 
Untersuchungen, die die Veränderung einer Trübung in der Zeit be- 
treffen, unbedingt notwendig, einen festen unveränderbaren Trübungs- 
standard zu besitzen. 

Dieser muß die Eigenschaften besitzen: 1. in seiner Stärke un- 
veränderbar zu sein, 2. abstufbar zu sein und 3. sich in seiner Farbe 
der Färbung der verschiedenen Trübungen anpassen zu können. Denn 
die verschiedenen Trübungen variieren, obgleich sie fast stets von 
bläulichweißer Farbe sind, in ihrer Nuance von blau bis gelb recht 
beträchtlich. Zur Einstellung auf gleiche Helligkeitist aber Farbgleichheit 
unbedingt notwendig, wenn man nicht monochromatisches Licht an- 
wenden will, was wiederum infolge der hierzu notwendigen Apparatur 
und der erforderlichen Lichtstärke seine Schwierigkeiten hat. 

Von H. Bechhold und F. Hebler!) ist nun ein Trübungsstandard 
in Form einer glycerinhaltigen Bariumsulfattrübung hergestellt, der 
etwa 6 Monate haltbar ist. Diese Trübung ist zweifellos überall da 
verwendbar, wo, wie z. B. bei Bestimmung der Teilchengröße, eine 
Vergleichslösung von bestimmter Teilchengröße notwendig ist. Im 
weiteren Sinne befriedigt sie aber nicht restlos, da sowohl ihre Her- 
stellung einige Mühe bereitet als sie auch hinsichtlich ihrer Hellig- 
keit und vor allem ihrer Färbung ein für allemal festgelegt ist. 


1) Н. Bechhold und F. Hebler, Ein Trübungsstandard, Kolloid-Zeitschr. 
31, Н. 3, В. 132—137. | 
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Es wurde daher von mir versucht, auf anderem Wege als dem 
der Herstellung einer stabilen Trübung einen geeigneten und vor allem 
variationsfähigen Trübungsstandard herzustellen. 

Dies gelang auf folgendem Wege. Die Wände eines Reagenz- 
glases, wie es zur Aufnahme von Flüssigkeit für die nephelometrische 
Untersuchung dient, werden in einer Form, die eine veränderbare 
Stärke gewährleistet, mattiert. Die mattierten weißen Flächen werfen 
ein diffuses Licht auf einen am Boden des Glases befindlichen gefärbten, 
und zwar wiederum in variierender Farbe herstellbaren Bodenkörper, 
der das Licht dann aufwärts in den Eintauchzylinder des Nephelo- 
meters reflektiert. 

Die praktische Ausgestaltung dieses Prinzips gestaltet sich außer- 
ordentlich einfach. 

Ein Nephelometergläschen, das, um Reflexionen von der Wand 
aus zu vermeiden, weiter sein soll als die sonst üblichen, wird mit einer 
Suspension aus einer ätherischen Kollodiumlösung und einem weißen 
indifferenten feinkörnigen Pulver, wie z. B. Talkum, ausgegossen, 
wodurch eine, je nach Menge des Talkums abstufbare gleichmäßige 
Mattierung des Gläschens erreicht wird. Nach völliger Trocknung 
der Kollodiumschicht wird in das Gläschen bis etwa Lo bis Lo Höhe 
ein Bodenkörper in Form eines gefärbten Pulvers gefüllt. Als sehr 
geeignet ergab sich mir eine Mischung, die aus Talkum, fein pulve- 
risiertem Kupfersulfat und blauem Lackmuspulver bestand. Durch 
Variation der Menge dieser drei Komponenten lassen sich die Tönungen 
der verschiedenartigsten Trübungen herstellen, so daß stets auf gleiche 
Farbtiefe eingestellt werden kann. 

Das Reagenzgläschen wird genau so in das Nephelometer eingeführt 
und hochgeschoben, wie wenn es eine Lösung enthielte. Da die Licht- 
stärke sehr von der Entfernung des Bodenkörpers von dem Tauch- 
zylinder abhängt, ist das Glas stets so weit hinaufzuziehen, bis es an 
die Nephelometerapparatur anstößt. Einem Herausfallen von Pulver 
und der Verschiebung der Oberfläche ist zweckmäßig durch Auflegen 
eines entsprechend geschnittenen dünnen und ganz leicht mattierten 
Glasplättchens auf das Pulver zu begegnen. Die Lichtstärke des 
Standards ist sowohl durch die Mattierung, die Farbe des Boden- 
körpers, wie auch in engeren Grenzen durch die Stellung des 
Nephelometerfensters zu beeinflussen, wenngleich die letztere natürlich 
nicht proportional der Lichtstärke ist. Mit dieser Vorrichtung kann 
man also auf sehr einfache und handliche Weise einen unveränderlichen 
Trübungsstandard herstellen, der der Farbe jeder Trübung durch 
Änderung der Bodenkörperzusammensetzung leicht anzupassen ist. 

Für den Vergleich gefärbter Trübungen ergeben sich durch Aus- 
wahl entsprechend gefärbter Pulver als Bodenkörper weitere An- 
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wendungsmöglichkeiten. Diesem Trübungsstandard ist von der Firma 
Schmidt & Haensch!) eine vollkommenere Form verliehen worden. 
An Stelle des Reagenzglases ist ein offenes Rohr getreten, das an seinen 
unteren Ende eine Metallfassung trägt. Zum Kollodinieren ist das 
Rohr durch einen Metallstopfen verschließbar. Das Pulver wird in 
eine kleine Patrone gehüllt, in der mittels einer Feder die Pulver- 
masse gegen eine Glasoberfläche angepreßt wird. Die Patrone wird 
nach ihrer Füllung in die Metallfassung der Glasröhre eingeschoben. 
Durch diese Form wird eine feste, gleichmäßige Oberfläche des Boden- 
körpers sowie ein fester Abstand desselben vom Eintauchzylinder 
gewährleistet. 


П. Bemerkung zur Arbeitsmethode. 

Hinsichtlich der Einzelheiten der Arbeitsmethodik muß auf die 
schon mehrmals angeführten Arbeiten verwiesen werden. Um zu be- 
friedigenden Resultaten zu gelangen, ist es unbedingt notwendig, 
jeden einzelnen, auch scheinbar unbedeutenden Punkt der Vorschrift 
zu beachten. Diese hat sich als Frucht mühevoller und zahlreicher 
Untersuchungen ergeben, und jedwede Abweichung führt leicht zu 
Fehlern. 

Es kann gar nicht genügend immer wieder betont werden, daß 
die Voraussetzung für das Gelingen nephelometrischer Arbeiten ein 
besonders hohes Maß von Sauberkeit ist. So außerordentlich einfach 
die nephelometrische Methodik an sich ist, so peinlich muß auf diesen 
Punkt geachtet werden. Unsauberkeiten, die bei anderen Methoden 
überhaupt nicht in Frage kommen, treten hier, da sie einen optischen 
Effekt geben, als große Fehlerquellen hervor. 

So ist es, um mit der Herstellung der trüben Lösung zu beginnen, 
unbedingt notwendig, darauf zu achten, daß alle zur Anwendung 
gelangenden Reagenzien (Lösungsmittel) absolut optisch klar und frei 
von feinen Fasern, Paraffinteilchen (bei Laugen!) oder sonstigen 
schwebenden Partikeln sind. 

Es dürfen daher auch die zur Benutzung kommenden Gefäße 
keinesfalls nach ihrer Reinigung mit Aqua destillata irgendwie mit 
Tüchern oder Filtrierpapier getrocknet werden, sondern alle Glas- 
gefäße sind nach ihrer Spülung an der Luft oder im Trockenschrank 
zu trocknen. Ebenso dürfen die Pipetten oder sonstige Meßinstrumente 
nicht von außen mit einem Tuch oder Filtrierpapier abgetrocknet 
werden, da sonst verunreinigende Fasern in die zu untersuchenden 
Lösungen geraten. Wenn irgend möglich, muß es auch vermieden 
werden, die anzuwendenden Lösungen vor dem Gebrauch zu filtrieren, 
da durch die Filter fast stets feine Filterfasern in die Lösung gelangen. 


1) Der Trübungsstandard ist von dieser Firma beziehbar. 
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Ist es aber meist durch das Vorhandensein feinster Fasern in den 
Lösungen — gröbere Verunreinigungen kann man zweckmäßiger ab- 
setzen lassen — notwendig, zu filtrieren, so verwende man zweckmäßig 
quantitative Filter S. & S. ad retinenda praecipitata difficillima und 
filtriere so oft hin und zurück, bis das Filtrat optisch einwandfrei ist. 
Ist die meist wohl in einem kleinen Becherglase stattfindende, zur 
Jerstellung der Trübung stattfindende, Reaktion beendigt, so ist das 
Becherglas mit einem Uhrgläschen zuzudecken, da bei längerem Stehen 
Staubteile und Fasern aus der Luft hineinfallen, die ebenfalls schon 
zu Störungen führen können. Es ist streng darauf zu achten, daß die 
Trübung der untersuchten Lösung nur durch die homogene opaleszie- 
rende Trübung des Reaktionsproduktes bedingt ist und die Lösung 
frei von inhomogenen Verunreinigungen erscheint. Diese lassen sich 
besonders leicht feststellen, wenn die mit der Lösung gefüllten Reagenz- 
gläser in den Apparat eingeführt sind, da dann die Tyndallkegel durch 
die starken Beleuchtungen bestens zur Beobachtung gelangen. Faser- 
förmige Verunreinigungen zeichnen sich deutlich in der allgemein 
trüben Flüssigkeit ab. Solche Lösungen sind zu verwerfen und die 
Ausgangsmaterialien auf die Fehlerquelle hin zu prüfen. 

Besondere Sorgfalt hinsichtlich ihrer Reinheit erfordern auch die 
in den Apparat zur Messung eingeführten Reagenzgläschen. Die 
Prüfung auf Reinheit des Glasmaterials ist oben erwähnt worden. 
Sind die Gläser an sich gut, so müssen sie vor der Messung gründlich 
mit einer Bürste gereinigt und mit Aqua destillata ausgespült werden. 
Solange sie nicht benutzt werden, sind sie in einer Mischung von Alkohol 
und Äther oder Bichromat-Schwefelsäurelösung aufzubewahren. Aus- 
getrocknet dürfen die Gläschen nie werden, sondern müssen mit der 
zu untersuchenden Lösung gut ausgespült werden. Hierzu fasse man 
die Gläschen stets am oberen und unteren Pol zwischen Daumen und 
Zeigefinger. Man mache es sich zur Gewohnheit, die Gläser stets nur 
so oder am obersten Rande zu fassen. Fingerabdrücke auf den Gläsern 
geben stets Fehler. Vor der Messung achte man auch darauf, ob die 
in die Flüssigkeit tauchenden Glaszylinder völlig rein sind, und reinige 
sie nach Herausschraubung mit einem weichen Leder. Da sie den 
empfindlichsten Teil des Apparates darstellen — sie sind aus dem 
gleichen Glasstück geschnitten —, so verwende man, um jedes An- 
kratzen des Glases zu vermeiden, nur Leder zu ihrer Reinigung. Sind 
die Reagenzgläschen in den Apparat eingeführt, so bringe man durch 
Emporziehen, indem man sie am obersten Ende faßt, die Glaszylinder 
zum Eintauchen. Sorgfältig ist darauf zu achten, daß keine Luftblasen 
unter die Eintauchzylinder geraten. Auch nach längerem Arbeiten 
mit der gleichen Lösung ist hin und wieder nachzusehen, ob sich nicht 
durch Änderung der Außentemperatur feine Gasbläschen in der Flüssig- 
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keit gebildet haben, die sich unter den Tauchzylinder setzten. Am 
besten taucht man ihn durch Hinunterziehen der Gläser einen Moment 
aus und dann wieder ein. Um die Entwicklung von Luftblasen zu 
verhindern, arbeite man möglichst mit Lösungen, die schon längere 
Zeit im Laboratorium gestanden haben und seine Temperatur an- 
genommen haben. Sind die Gläser eingetaucht und ist alles zur Messung 
fertig, so ist es sehr empfehlenswert, erst einen Blick durch die Reagenz- 
gläser und ihren Inhalt zu werfen. Jetzt erst sieht man infolge der 
starken Beleuchtung Schmutzflecken und Fingerabdrücke auf den 
Reagenzgläsern, die mit einem Leder überpoliert werden, und kon- 
trolliert die Lösungen auf das Freisein von Verunreinigungen. 

Alle. diese kleinen Handgriffe gehen, wenn sie erst zur Gewohnheit 
geworden sind, automatisch vor sich und sind weit schneller ausgeführt 
als beschrieben. Sie sind aber zur Erzielung guter Resultate absolut 
unerläßlich.. Am besten prüfe jeder Untersucher an Verdünnungen 
von Gilykogenlösung beim Beginn nephelometrischen Arbeitens die 
Genauigkeit der Resultate und damit die Zuverlässigkeit seiner Technik. 

Eine Kontrolle für die Reinheit der Reagenzgläser und der an- 
gewandten Materialien besteht auch darin, daß man auf die eine Seite 
des Nephelometers eine Trübung, auf die andere aber reines Wasser 
oder das angewandte reine Lösungsmittel setzt. Das Fenster der 
Wasserseite wird nun maximal geöffnet, während das Fenster der 
Trübungsseite geschlossen wird. Das Gesichtsfeld der Мавзегвеіќе 
muß hierbei absolut dunkel bleiben und nach völligem Schluß des 
Fensters der Trübungsseite muß das Gesichtsfeld absolut homogen 
schwarz sein. Sind die Gläser aber nicht völlig sauber oder ist das 
Lösungsmittel nicht absolut optisch klar, enthält es Fasern oder Luft- 
blasen, so erscheint das der Woasserseite entsprechende Gesichtefeld 
eine Spur heller, und Gleichheit des Gesichtsfeldes tritt erst ein, wenn 
das Fenster der Trübungsseite etwas geöffnet wird. Es ist nun ent- 
weder darauf zu achten, stets so zu arbeiten, daß die Wasserseite absolut 
lichtlos ist, was durchaus möglich, oder es muß stets geprüft werden, 
wieviel Bruchteile eines Millimeters Fensteröffnung der zu unter- 
suchenden Lösung das Lösungsmittel an sich entspricht. 

Als Beispiel sei folgender Fall angeführt. Verglichen werden 
zwei Trübungen, die im Verhältnis 1:2 stehen und die daher Fenster- 
stellung des Nephelometers von 40:20 bedingen. Da aber die reinen, 
genauer nicht ganz reinen Lösungsmittel selbst eine Spur Licht geben, 
ist das Verhältnis der Trübungen nicht 1:2, sondern 1 + 2 2:2 + 2, 
wenn x die Trübung ist, die das Lösungsmittel an sich bei Stellung 
des Fensters auf 20 gibt. x läßt sich nun durch Messung des reinen 
Lösungsmittels gegen die Trübungen in Prozenten der Trübung er- 
mitteln und somit als Korrektionsfaktor einsetzen. 
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Es sei aber darauf hingewiesen, daß x bei durchschnittlicher Arbeit 
so klein ist, daß es in den allgemeinen photometrischen Fehler von 
0,5% fällt, und bei sorgfältigster Arbeit muß x stets Null werden und 
ist daher zu vernachlässigen, nur muß im Interesse der Genauigkeit 
und der Kritik nephelometrischer Arbeit auf die Möglichkeit dieses 
Fehlers und seine Korrektur hingewiesen werden. 

Was die Einstellung des Gesichtsfeldes auf gleiche Helligkeit 
betrifft, so ist es, wie auch in den früheren Arbeiten betont wurde, 
notwendig, stets mehrere Einstellungen, am besten zehn, vorzunehmen 
und den Durchschnitt der Ablesungen zu errechnen, da das Auge 
leichte Ermüdungsschwankungen zeigt. Es ist daher auch ratsam, 
stets vor Ablesungen sich kurze Zeit an Dunkelheit zu adaptieren. 
Es ist hier auch nochmals darauf hinzuweisen, daß die Ablesungs- 
genauigkeit durchaus eine Funktion der Übung ist. Beginnt man mit 
der Nephelometrie, so ist das Auge für feinere Helligkeitsunterschiede 
relativ unempfindlich und die einzelnen Ablesungen zeigen Differenzen 
von 0,5 bis 0,8mm. Nach wenigen Tagen aber erlangt das Auge eine 
geradezu erstaunliche Empfindlichkeit und gestattet Ablesungen von 
etwa 0,1 bis 0,2 mm Differenz. 

Um die Genauigkeit des Apparates in seiner fabrikmäßigen Aus- 
führung und das Gesetz der Proportionalität nochmals zu überprüfen, 
wurden zahlreiche Glykogenverdünnungen geprüft. Die verschieden- 
artigen Versuche stimmten genau überein. Ein typisches Resultat 
sei mitgeteilt. 

Glykogen wurde in der Menge, daß es eine deutliche erkennbare 
Trübung gab, in destilliertem Wasser gelöst. Die Lösung wurde filtriert 
und in geraden Verhältnissen bis zu dem Konzentrationsverhältnis 1:4 
verdünnt und in variierter Reihenfolge gegeneinander verglichen. 


Tabelle I. 
een a:b:c:d:e= 2:4:6:8: 
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Aus diesen Messungen geht also hervor, daß das Nephelometer 
Bestimmungen bei einem durchschnittlichen Fehler von 0,3%, ge- 
stattet, und daß bei gleicher Teilchengröße die Trübung umgekehrt 
proportional der Konzentration ist. Auch bestätigt die Tabelle die 
oben dargelegten Ausführungen, daß bei Beachtung der gegebenen 
Vorschriften ein mit Wasser “gefülltes Vergleichsröhrchen keinerlei 
Tyndallphänomen und daher völlige Dunkelheit der ihm entsprechen- 
den Gesichtsfeldhälfte aufweist. 

Es zeigt sich also erneut bestätigt, daß unter genauer Beachtung 
der gegebenen Vorschriften die Nephelometrie mit dem Nephelometer 
der Firma Schmidt & Haensch eine ebenso empfindliche wie genaue 
und bequeme Messungsform speziell für die Zwecke der Mikroanalytik 
darstellt. 


Zusammenfassung. 

Einwendungen gegen das Nephelometer nach Kleinmann von 
Weinberg wurden widerlegt. Die Kritik der Nephelometrie wird weiter- 
geführt. Modifikationen und Verbesserungen am Nephelometer wurden 
mitgeteilt. 

Eine Vorrichtung zur Nephelometrie sehr kleiner Flüssigkeits- 
mengen (1,5 und 2,6ccm Volumen) wird beschrieben. 

Eine einfache Methodik zur Herstellung eines in Helligkeit und 
Farbtönung variablen Trübungsstandards wird mitgeteilt. Dieser wird 
in vollkommener Ausführung von der Firma Schmidt & Haensch in 
den Handel gebracht. Die Arbeitsmethodik wird kritisch behandelt, 
Einzelvorschriften sind zu beachten. 

Das Nephelometer nach Kleinmann von Schmidt & Haensch 
ermöglicht exakte und einfache Messungen bei einem durchschnittlichen 
Fehler von 0,3%. 


Eine Methode zur nephelometrischen Bestimmung 
kleinster Caleciummengen. 


Von 
P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 


Während für eine große Anzahl von physiologisch wichtigen Sub- 
stanzen die Möglichkeit einer genauen, empfindlichen und einfachen Be- 
stimmungsform durch entsprechende Mikromethodik, speziell die Bang- 
sche, gegeben ist, ist die Bestimmung des Calciums sowohl hinsichtlich 
der minimal bestimmbaren Menge, der Genauigkeit der Messung und der 
Schnelligkeit und Einfachheit der Methodik noch recht unbefriedigend. 

Fast alle Methoden, auch die neuesten, beruhen auf der Modifikation 
des Prinzips, das Calcium entweder in der zu untersuchenden Flüssigkeit 
selbst oder in ihrer Asche als Oxalat zu isolieren, oxalsäurefrei zu waschen 
und dann durch mikrovolumetrische Titration mit Permanganat zu be- 
stimmen. Die Form der Isolierung und der Titration ist mannigfach variiert 
worden, doch ist das Prinzip fast immer das gleiche. Eine Neuerung bedeutet 
das Verfahren, die Entfärbung von Ferrocyarkalium durch Oxalsäure zur 
kolorimetrischen Bestimmung des Calciumoxalats zu verwenden. 

Es lag nahe, den Versuch zu machen, ob sich nicht auf Grund 
kolorimetrischer oder nephelometrischer Methoden, die sich zur Bestimmung 
kleinster Substanzmengen als die weitaus geeignetsten bewährt haben, 
die Bestimmung des Calciums ermöglichen lasse. 

Dieser Versuch ist 1917 von Lyman (1) gemacht worden, der die 
Trübung, die das Ca-Ion mit Fettsäuren gibt, zur Messung seiner Konzen- 
tration vorschlug, nachdem schon vorher Bloor (2) umgekehrt das Ca zur 
Bestimmung von Fetten auf Grund der nephelometiischen Messung an- 
gewandt hatte. Lyman hat zur nephelometrischen Bestimmung des Ca 
ursprünglich die Ricinus-Ca-Seife benutzt. Er benutzte diese Trübung. 
zur Bestimmung des Ca in Fäzes und Um. Für die Bestimmung des Ca in 
Blut und Milch änderte er seine Methode dahin ab, daß er ein Ammonium- 
stearatreagens in alkoholischer Lösung benutzte. Er nahm diese Änderung 
deshalb vor, weil die Kalkricinusseife nach seinen Angaben nur in einem 
größeren Alkaliüberschuß löslich ist. Dieser Alkaliüberschuß ist notwendig, 
um die Dissoziation der Alkasifettsäureverbindung in Alkali und saures 
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Salz zu verhindern, da letzteres unlöslich ist und als Trübung ausfällt. 
Lyman wählte daher das Ammoniumstearat als Reagens, da dessen Kalksalz 
weniger löslich in Alkali sein soll als das der Ricinusseife, und verhinderte 
dessen Hydrolyse durch Überschuß von Alkali, Anwendung von Alkohol 
als Lösungsmittel für das Ammoniumstearat, und Anwesenheit von 
Oleaten, die die Fähigkeit haben sollen, die Hydrolyse anderer Seifen 
hintanzuhalten. 

Mit einem großen Überschuß eines solchen Reagens, dessen einzelne 
Bestandteile sehr sorgfältig durch wiederholtes Umkristallisieren gereinigt 
sein müssen, fällt Lyman das aus 5 ccm Blut als Oxalat isolierte Ca-Ion. 
Über die untere Grenze der Empfindlichkeit seiner Methode ist nichts 
genaueres anzugeben. Die Forderung der Anwendung von cem Blut 
ergibt, wenn man günstig für die Methode rechnet, eine Empfindlichkeit 
von 0,1 mg Ca in 30ccm — ein solches Volumen fordert Lyman für 
sein Nephelometer — als untere Grenze der Bestimmbarkeit. Die 
Vergleichslösung, die er anwendet, enthält 4mg Ca in 100ccm Flüssig- 
keitsvolumen. 

Mit dieser Methode sind von Lyman eine Reihe von Blutanalysen 
angestellt worden. In seiner Arbeit finden sich jedoch keinerlei Angaben 
über das Verhältnis von Trübung zur Konzentration noch irgendwelche 
genauere Untersuchungen über Reproduzierbarkeit der Fällung, Beein- 
flussung durch fremde Ionen, Genauigkeit der nephelometrischen Messung. 

Erst. nachdem von Kleinmann (3) die Empfindlichkeit der Messung an 
sich festgelegt und die prinzipielle Abhängigkeit der Trübung von der 
Konzentration in Form der Proportionalität ermittelt worden war, konnte 
daran gegangen werden, Trübungen, die durch Fällung mittels eines 
Reagens hergestellt worden waren, auf ihre Eignung für die nephelometrische 
Messung zu prüfen. 

Die Methode zeigte sich hierbei als sehr geeignet für die Bestimmung 
der Phosphorsäure, bei deren Messung es gelang, Mengen von 0,0005 mg 
Р,О, in 25 ccm Vol. mit einem Fehler von № % zu bestimmen. Diese An- 
gaben wurden später von Weinberg (5) und von Bechhold und Hebler (6), der 
die Methode auch auf gefärbte Sole ausdehnte, bestätigt. Für die Be- 
stimmung des Ca stellte es sich daher als Aufgabe heraus, mit Hilfe des 
neuen Nephelometers nach Kleinmann festzustellen, ob es möglich sei. 
das Ca-Ion in eine für die Nephelometrie geeignete Trübung überzuführen 
und die Bedingungen für diese Trübung, ihr Meßbereich, ihre Empfindlich- 
keit, ihre Abhängigkeit von fremden Ionen usw. zu ermitteln. Denn nicht 
jede Trübung ist an sich für die nephelometrische Messung geeignet. So 
gelang es Kleinmann trotz vieler hierauf verwandter Mühe bisher nicht, 
die AgCl-Trübung für die Nephelometrie heranzuziehen, da es nicht möglich 
war, diese Trübung zu beherrschen, d.h. bei derselben Konzentration 
stets wieder dieselbe Trübung zu erhalten. Viele kolloide Systeme sind eben 
so labil, daß sie sich über eine längere Zeit hinaus nicht konstant erhalten. 
Auch sind andererseits die Bedingungen, die die Größe und Zahl der auf- 
 tretenden kolloiden Teilchen und die hieraus resultierende Trübung bei 
einer entsprechenden Reaktion veranlassen, durchaus nicht restlos auf- 
geklärt. Unbedingt notwendig für die Nephelometrie ist aber, daß die 
Trübung in einer bestimmten stets reproduzierbaren Gesetzmäßigkeit zur 
Konzentration steht. Geschieht die Fällung derart, daß die trübenden 
Teilchen in gleicher Größe auftreten und sind dieselben nicht wesentlich 
im Fällungsmedium löslich oder dissoziiert, so ist die Trübung proportional 
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der Teilchenzahl in der Volumeneinheit, also der Konzentration der 
trübenden Substanz. Ein derartiges Resultat war bei der Bestimmung der 
Phosphorsäure erzielbar. Es entspricht völlig den Ergebnissen, die bei 
der Verdünnung verschiedenster trübender Substanzen erzielt wurden. 

Ist die trübende Substanz etwas löslich oder dissoziiert, oder tritt sie 
aus irgendwelchen noch unbekannten Gründen nicht in gleicher Teilchen- 
größe, aber bei gleichen Bedingungen immer mit der gleichen auf, so ergibt 
sich ein Verhältnis der Trübung zur Konzentration, das zwar nicht pro- 
portional, wohl aber gesetzmäßig und daher graphisch ausdrückbar ist. 
Auch auf Grund einer solchen Gesetzmäßigkeit läßt sich mit Hilfe einer 
empirischen Kurve die Trübung zur Konzentrationsmessung sehr wohl 
verwenden. Es entspräche eine solche Messung in der Kolorimetrie der 
Messung einer Substanz wie Kupfersulfat, die bei zunehmender Verdünnung 
dissoziiert, daher nicht dem in der Kolorimetrie allgemein gültigen Gesetz 
der Proportionalität entspricht, aber sehr wohl auf Grund einer Eichkurve 
meßbar ist. 

Läßt sich aber die Trübung in keiner Weise beherrschen und tritt sie 
in unbeeinflußbarer, wechselnder Stärke auf, so ist die Reaktion für die 
Nephelometrie gänzlich ungeeignet. 

Es zeigte sich nun im Laufe der folgenden Untersuchungen, daß es 
möglich ist, eine Ca-Fettsäureverbindung herzustellen, die unter bestimmten 
Kautelen gesetzmäßig und reproduzierbar ist, und die in den gegebenen 
Grenzen völlig dem Gesetz der Proportionalität zwischen Trübung und 
Konzentration entspricht. Das Lymansche Reagens erwies sich zur Са- 
Bestimmung als ungeeignet, und es wird daher im folgenden nicht nur das 
nephelometrische Studium der Ca-Fettsäureverbindung, sondern die hiermit 
zusammenhängende Erprobung des geeigneten Reagens gegeben. 


B. Über ein neues nephelometrisches Caleiumreagens. 


Die ersten Versuche mit der Ca-Nephelometrie gingen von der Prüfung 
des Lymanschen Reagens aus. Das Reagens wurde genau nach den Vor- 
schriften des Verfassers hergestellt. Stearinsäure wurde durch wiederholtes 
Umkristallisieren in heißem Alkohol gereinigt. Alkohol wurde frisch 
destilliert. Ammoniumcarbonat wurde wiederholt umkristellisiert. Eine 
Sublimation desselben, wie Lyman sie angibt, ist unmöglich, da sich das 
Salz hierbei zersetzt. 

4g der Stearinsäure und 0,5 ccm Ölsäure wurden in 400 ccm heißem 
Alkohol gelöst und 20 g Ammoniumcarbonat in 100 ccm heißem Wasser 
gelöst zu der alkoholischen Stearinsäurelösung hinzugegeben. Die Mischung 
wurde aufgekocht und nach Abkühlung mit 400 ccm Alkohol, 100 ccm 
Wasser und 2 cem NH,(OH) — spezifisches Gewicht 0,9 — versetzt. Es 
bildete sich in der Lösung eine wolkige Trübung, die sich nach 24 Stunden 
als grobflockiger Niederschlag absetzte und abfiltrieren ließ. Das Filtrat 
blieb klar und farblos, bis auf einige im Laufe der nächsten Wochen ent- 
stehende Flocken, die durch Filtration leicht entfernbar waren. 

Mit diesem Reagens wurden nun entsprechend den Lymanschen An- 
gaben Trübungen von 0,1 bis 0,2 mg Ca in 35 ccm Endvolumen bei einem 
Gehalt von 25ccm Reagens und Beem (0,05norm. HNO, hergestellt. 
Diese Trübungen eigneten sich durchaus nicht zur nephelometrischen 
Messung. Sie zeigten stets die Tendenz schnell zu flocken, veränderten 
sich daher schon während der Messung und zeigten außerdem den Übel- 
stand, daß sich in der alkoholischen Lösung beim Umgießen außerordentlich 
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leicht zahlreiche feine Luftbläschen bildeten, die sich unter das Tauchrohr 
setzten, nicht aus der Lösung gänzlich zu entfernen waren und daher die 
Messung fehlerhaft gestalteten. Es wurde daher von weiteren Versuchen 
mit dem Lymanschen Reagens Abstand genommen und versucht, syste- 
matisch ein geeignetes Reagens auszubauen. 


Zu diesem Zwecke wurden die verschiedenartigsten organischen 
Verbindungen auf ihre Eigenschaft geprüft, unlösliche und trübende 
Ca-Verbindungen zu geben. Von vielen hundert erprobten Substanzen 
erwiesen sich die Fettsäuren zweifellos am geeignetsten, sowohl ge- 
sättigte und ungesättigte, und zwar von einem Kohlenstoffgehalt von 
etwa C,, an aufwärts. 

Allen fettsauren Alkaliverbindungen — und nur solche sind löslich — 
war die Eigenschaft gemein, außerordentlich leicht in Alkali und saures 
fettsaures Salz zu dissoziieren, das, da unlöslich, sofort eine starke 
Trübung gibt. Nur bei starker Alkalikonzentration ist es möglich, 
klare neutrale Alkalifettsäurelösungen zu erhalten. In diesen Alkali- 
konzentrationen ist aber auch die Kalkseife löslich und daher nicht 
als Trübung faßbar. Es wurde daher daran gedacht, ob nicht ein- 
geführte Sulfogruppen die Löslichkeit der Alkalifettsäure erhöhen 
bzw. ihre Dissoziation hintanhalten könnten. | 

Diese Vorstellung führte zur Erprobung des Natrium sulfo- 
ricinicum nach Berlioz-Heryng der Firma Merck. 

Es zeigte sich, daß diese Substanz ganz hervorragend zum Reagens 
für nephelometrische Ca-Bestimmungen geeignet ist. 

Da die Substanz flüssig — es handelt sich um ein dicklich fließendes 
gelbes Öl — und alkalilöslich ist, gestaltet sich die Herstellung des 
Reagens technisch außerordentlich leicht durch einfaches Vermischen 
abgemessener Lösungen. Durch systematische Erprobung ergaben 
sich Alkalilösungsverhältnisse der Substanz, die völlig haltbar und 
unzersetzt blieben und in entsprechenden Verdünnungen mit Wasser 
nicht hydrolysierten. Diese Lösungen gaben aber schon mit minimalen 
Ca-Mengen starke homogene und haltbare Trübungen. 

Es wurde daher das Natrium sulfo-ricinicum als Kalkreagens 
gewählt und dessen endgültige Form durch folgende Versuche festgelegt. 

Da die Trübungen, die Ca mit alkalischen Lösungen des Natrium 
sulfo-rieinicum gibt, in größerem Überschuß von Alkali sich löslich 
zeigten, wurde zuerst versucht, neutrale oder ammoniakalische Lösungen 
der Substanz herzustellen. Es zeigte sich, daß sowohl in wässerigen 
wie in ammoniakalischen Lösungen des Natrium sulfo-rieinicum bei 
jedweder Variation der Konzentrationsverhältnisse Trübung eintrat. 
Es wurden verschiedenartige Reihenversuche angelegt, deren Ziel 
stets war: 1. eine klare, haltbare Lösung des Natrium sulfo-ricinicum 
herzustellen, 2. Verdünnungen dieser Lösung, wässerige oder alkalische, 
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herzustellen, die ebenfalls klar bleiben. Diese zweite Bedingung war 
deshalb notwendig, um bei Verdünnungen des Reagens, wie sie bei 
Ausführung einer Ca-Trübung notwendig sind, Fehler durch Eigen- 
trübung des Reagens auszuschließen. 


Tabelle I. 
1. Na sulfo-riein. 1 ccm + 2 cem 25% NH,OH + aqua dest. ad 10 ccm 
2. 2,5 cem Lösungl. +2 „ 25% » + » » a 25 „ 
3. 2,5 „э „ + 5 „ 25 % „э “= „э „ „э 25 „ 
4. 2,5 TT + 8 „э 25% „э + „ „э „ 25 ‚, 


Nach 24 Stunden zeigten sich alle Lösungen getrübt. 


Diese Tabelle zeigt schon eine Versuchsreihe, die sehr stark ammoniake- 
lisch ist. Sie schließt alle Ergebnisse von Versuchen mit schwächeren 
Ammoniakkonzentrationen mit ein. Stets zeigten sich in ammoniakalischen 
Lösungen des Natrium sulfo-rieinicum Trübungen. Diese traten entweder 
gleich ein oder entwickelten sich nach längerem Stehen. 

Zu ihrer Erklärung gab es zwei Möglichkeiten. Entweder handelte es 
sich um eine hydrolytische Spaltung der fettsauren Alkaliverbindung, die 
zu verhindern das Ammoniak zu schwach alkalisch war, oder die Trübung 
rührte von der Bildung einer Kalkseife her, die durch Unreinheiten der 
angewandten Reagenzien oder durch die Löslichkeit des Flaschenglases 
der angewandten Lösungen bedingt war. Zur Aufklärung dieser Frage 
wurden ammoniakhaltige Verdünnungen des Natrium sulfo-rieinicum mit 
Hilfe von Leitfähigkeitswasser in Quarzgefäßen hergestellt. Diese Lösungen 
zeigten ebenfalls Trübungen. Es wurde daher geschlossen, daß die Trübungen 
von einer Zersetzung des Natrium sulfo-ricinicum, wahrscheinlich einer 
hydrolytischen Dissoziation herrühren. Ob dieser Schluß sicher richtig ist, 
ist bei späteren Versuchen dadurch wieder zweifelhaft geworden, daß gezeigt 
werden konnte, daß alle Lösungen in Glasflaschen — also auch das an- 
gewandte Ammoniak — Kalkmengen enthalten, die bereits eine Trübung 
geben. 


Auf jeden Fall aber ergibt sich aus den Versuchen — da Ammoniak 
ja stets als Lösung vorliegt — die Uneignung ammoniakalischer Lösungen 
des Natrium sulfo-ricinicum als Ca-Reagens. 

Es folgen daher Versuche mit NaOH als Lösungsmittel. An- 
gewandt wurde ein Platzreagens, von dem bei Titration gegen In Н,80, 
5 сст 27,8ccm ln Säure neutralisierten. Der Titer war also 5,56 п. 
Nach mehreren Vorversuchen gelang es, folgende Konzentrations- 
verhältnisse zu finden. 


Tabelle II. 
1. Na sulfo-riein. Leem + 2ccm NaOH + aqua dest. ad 10 ccm 
2. l ccm Lösung 1. + 0 29 э Tr „э „э „э 10 ‚, 
3. 1 ээ LE + 2 LE „э + ээ 77 ээ 10 LA 
4 1 + 5 77 97 + ээ 10 


Nach 24 Stunden zeigte sich Lösung 2 trübe, Lösung 1, 3 u. 4 blieben klar. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daß es gelingt, eine ungetrübt 
bleibende alkalische Stammlösung und eine ebenfalls klar bleibende 
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alkalische Verdünnung (von 3 an) herzustellen. Um die zur Ver- 
dünnung notwendige Alkalimenge einzuengen, wurden einige alkali- 
ärmere Verdünnungen angesetzt. 


Tabelle III. 
1. Leem Na sulfo-riein. + 2ccm NaOH + aqua dest. ad 10 ccm 
2. Leem Lösung 1 + 1 cem п/10 NaOH + aqua dest. ad 10 cem 
3. 1 ээ LE + H H п/10 77 + ээ 9) „э 10 э? 
4. 1 ДД э» + 1 Д4 n/l D + LE) ээ $9 10 ээ 


5.1, ek +9, DÄI „ + ww „ „10 „ 
Nach 24 Stunden Lösung 1 klar, Lösung 2, 3, 4 trübe, Lösung 5 Spur trübe. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daß Alkalikonzentrations- 
verhältnisse von rund der Konzentration von Tabelle III (3) notwendig 
sind, um klar bleibende Verdünnungen — bei den angewandten Reagens- 
mengen — zu erhalten. 

Es wurde nun versucht, die Alkalimenge der Ausgangsstammlösung 
auf das zur Erhaltung ihrer Klarheit notwendige Minimum herab- 
zusetzen. Zu diesem Zwecke wurden die Lösungen in steigendem 
Maße mit H,O verdünnt. | 


Tabelle IV. 
1. 10 ccm Ма sulfo-riein. + 20 ccm NaOH + aqua dest. ad 100 сет 
2. Leem Lösung 1 + aqua dest. ad 10ccm. Nach Lë Stund. trübe 
3. 3 ээ ээ + 99 79 ээ 10 ээ ээ А ээ ээ 
4. A LEI 77 + 77 ээ ээ 10 „э 99 Lé LE Hauch trübe 
5. 7 9 „э ge 9 IL ээ 10 7? „э % „э klar. 
Tabelle V. 
1. Beem Na sulfo-riein. + 10 ccm NaOH + aqua dest. ad 50 ccm 
2.15 Lösung 1 + 9Н,О. Nach 24 Stunden trübe 
3. 2 II э т 8 sn „э 24 „ „э 
4. 3 an „э “Р 7 „э „ 24 ‚, „э 
5. 4 „э OË e 6 „э „ 24 эз „ 
6. 5 „ ei +5 ,„ „ 24 » leicht trübe 
7.6 „ Se + 4 „ vn 24 Уз klar 
8. 7 ээ 29 + 3 ээ ээ 24 ээ LA 
9. 8 LA >? ES 2 LEI ДД 24 ээ ээ 
10. 9 ээ? ээ = 1 ээ ээ 24 ээ 33 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daß das Ausgangsreagens 
ungefähr von einem Verhältnis 6: 10 an, also um 3/; mit H,O verdünnt 
werden kann, ohne Trübung zu zeigen. Für die weiteren Versuche 
wurde ein Reagens von der Verdünnung 4:5 angewandt. 

Im Verlaufe weiterer Arbeiten stellte es sich heraus, daß ein solche: 
Reagens außerordentlich empfindliche Ca-Trübungen gibt, die sich 
aber bei einem Alkaligehalt, wie er zur Vermeidung von Eigentrübung 
des Reagens notwendig wäre (vgl. Tabelle III), wieder lösen. Es wurde 
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daher versucht, die Eigentrübung des Reagens nicht durch Alkali- 
vermehrung, sondern durch Heruntergehen mit der Reagensmenge zu 
unterdrücken. | 


Tabelle VI. 
Reagens 0,1 сет + H,O ad 25 ccm, Lösung nach У, Stunde klar 
ээ 0,2 ээ + э? ээ 25 99 ээ 99 % LE Д2 
ээ 0,4 ээ + LE ээ 25 33 ээ ээ % 97 LE) 
ээ 0,8 ээ + ээ ээ 25 ээ 33 ээ % ээ leicht trübe 
ээ 1,6 ээ + ` 99 ээ 25 ээ 77 ээ m ээ trübe. 


Es zeigte sich, daß bis zu einem Gehalt von etwa 0,6 ccm Reagens 
in 25 ccm H,O die Lösung — auch nach längerer Zeit — vollkommen 
klar bleibt. Da sich nun, wie weiter unten gezeigt werden wird, 
ergab, daß diese Reagenskonzentration völlig zur Fällung der in Frage 
kommenden Ca-Mengen ausreicht, wurde sie als das für die Ca-Nephelo- 
metrie geeignete angenommen. 

Herstellung des Reagens. Aus den vorstehenden Reihenversuchen 
ergibt sich die zweckmäßige Reagensverdünnung wie folgt. 10 ccm 
Natrium sulfo-ricinicum nach Berlioz-Heryng (Merck), 20 ccm Lauge 
(5,56 п), H,O ad 25. Die 20 ccm Lauge 5,56 п sind zweckmäßig durch 
112 сст 1 п NaOH zu ersetzen. Die praktische Herstellung gestaltet 
sich folgendermaßen. 

In einem Meßglase werden 10 ccm Natrium sulfo-ricinicum ab- 
gemessen. Ist dasselbe zu schwerflüssig oder zeigen sich in ihm Kristalle, 
so wird es zuvor in einem warmen Wasserbade leicht erwärmt, wobei 
es stets leichtflüssig und klar wird. Zu ihm werden 112 cem In NaOH, 
die faserfrei und optisch klar sein soll und eventuell zu filtrieren ist, 
hinzugegeben und die Lösung mit aqua destillata auf 125 ccm gebracht. 
Mit einem Glasstabe wird tüchtig gerührt, bis sich eine klare homogene 
Lösung gebildet hat; diese wird in einer Glasflasche mit eingeschliffenem 
Stopfen aufgehoben. Das Reagens ist eine klare, homogene, deutlich 
gelb gefärbte Flüssigkeit, die unbegrenzt haltbar ist. Die Eigenfarbe 
des Reagens stört bei der Messung nicht, da nur 0,4ccm desselben 
bei einer Verdünnung auf 25 ccm angewandt werden und diese Lösung 
absolut farblos ist. Diese Reagenskonzentration in Leitfähigkeits- 
wasser (в. weiter unten) ruft keinerlei Trübung hervor und ergibt auch 
nach längerem Stehen eine wasserklare, optisch leere Lösung. 

Bei der Erprobung des Reagens zeigte es sich, daß das Reagens 
mit gewöhnlichem aqua destillata, und zwar je nach der Frische des 
Wassers, in verschieden starkem Maße Trübungen hervorruft. Diese 
Trübungen beruhen auf den Spuren von Ca, die sich im destillierten 
Wasser durch Lösen des Glases in ihm finden. 

Da auch schon ganz feine Trübungen bei der Empfindlichkeit 
der Messung stören, darf zur Herstellung von Lösungen und Verdün- 
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nungen, die mit dem Reagens behandelt werden, nur in Metallbehältern 
destilliertes Wasser, das in paraffinierten Flaschen aufzuheben ist, 
angewandt werden. 

Sehr bequem und zweckmäßig erwies sich die Anwendung von 
Leitfähigkeitswasser von Kahlbaum. 


C. Untersuchung der Ca-Trübung des neuen Reagens. 
1. Herstellung der Ca-Lösungen. 


Zur Herstellung geeigneter Ca-Lösungen wurde CaCO, reinstes 
Präparat pro analysi (Kahlbaum) im Exsikkator getrocknet. 3,5694 g 
wurden abgewogen, іп 100 ccm n/l HCl gelöst und die Lösung auf 
2 Liter aufgefüllt. Diese Stamm-Ca-Lösung enthält ein Milligramm Са О 
im Kubikzentimeter. Von dieser Lösung wurden für die meisten Arbeiten 
Verdünnungen im Verhältnis 1:10 hergestellt, so daß mit Lösungen 
gearbeitet wurde, die 0,1 mg СаО im Kubikzentimeter enthielten. 

Der Gehalt dieser Lösungen an СаО entspricht nicht vollkommen 
dem angegebenen, da die Lösungen mit gewöhnlichem aqua destillata 
hergestellt und in Glasflaschen aufgehoben wurden. Durch beide 
Umstände wird der Ca-Gehalt etwas erhöht. Eine genaue Kenntnis 
des Ca-Gehaltes war aber auch nicht notwendig, da es sich bei allen 
Versuchen nur um relative und nicht absolute Messungen handelte, 

Dagegen wurde zur Herstellung von Eichkurven eine Lösung 
angewandt, die 0,4995 g CaCO, im Liter, d. h. 0,2 mg Са (Ca, nicht 
СаО) im Kubikzentimeter enthielt. Diese Lösung wurde mit Leit- 
fähigkeitswasser hergestellt und in innen paraffinierten Flaschen auf- 
gehoben. Von einer Kontrolle dieser Lösung durch Analyse bzw. Ein- 
dampfen wurde Abstand genommen, da der dieser Größenordnung 
entsprechende Analysenfehler prozentual weit größer ist als die eventuell 
mögliche Abweichung von der abgewogenen Gewichtsmenge. Von 
der Herstellung aber einer stärkeren Konzentration, deren Analyse 
und Herstellung der endgültigen Lösung durch Verdünnung wurde 
deshalb abgesehen, da der Fehler bei Verdünnung größer als der 
Wägefehler, und die Fehlermöglichkeiten bei Anwendung des reinsten 
Präparates pro analysi minimale sind. 


2. Arbeitsjorm. 

Alle Trübungen wurden stets in kleinen Bechergläsern von 75 bis 
100 cem Inhalt vorgenommen. Die Gläser wurden stets nach Gebrauch 
mit Lauge, Säure (HCl), Leitungswasser, destilliertem Wasser und 
Leitfähigkeitswasser gespült und im Trockenschrank getrocknet. Alle 
Proben wurden mit Uhrgläschen zugedeckt. Abgemessen wurden 
die Reagenzien mit Bangscher Mikrobürette oder mit in Lee Grade 
geteilten Auslaufpipetten. 
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Auffüllung auf angegebene Volumina erfolgte nie mit Meßgläsern, 
sondern stets mittels. Büretten. Als Wasser wurde stets Leitfähigkeits- 
wasser, mit dem alle Geräte zu spülen sind, angewandt. Alle Lösungen 
dürfen nur durch quantitative Filter (Schwarzband oder Blauband 
S. & S.) filtriert werden. Gewöhnliches Filtrierpapier und gehärtete 
Filter geben Ca ab und verursachen Trübungen im Filtrat. 


3. Prüfung der Trübung auf Reproduzierbarkeit. 


Zur Prüfung der Frage, ob die Trübung unter gleichen Umständen 
in gleicher Stärke wieder herstellbar, sei aus vielen Versuchen folgender 
Versuch gegeben, dessen Bedingungen und Versuchsanordnung, wie 
weiter unten gezeigt wird, sich als zweckmäßig ergeben haben. 

2 ccm einer Lösungsverdünnung, die 0,1 mg Ca im Kubikzentimeter 
enthielt, also 0,2 mg Ca, wurden einpipettiert. 0,4 ccm Reagens wurden 
aus einer Pipette schnell hinzugefügt, die Lösung leicht umgeschüttelt 
und nach Entwicklung der Trübung, die wenige Augenblicke in An- 
spruch nimmt, das Volumen der Lösung mit Leitfähigkeitswasser auf 
25 ccm gebracht. Das Resultat von zehn Parallelversuchen sei gegeben. 
(Die Zahlen in dieser und den folgenden Tabellen bedeuten Skalen- 
teile des Nephelometers. 10 = 40 usw. bedeutet : № 10 der Versuchs- 
reihe = 40 Skalenteile). 











Tabelle VII. 
WEE EE 
с EES К KE GES Па > ur u 

т 40,4 | 39,9 | 40,0 | 40,0 | 39,6 | 40,0 | 40,0 | 40,0 402 

‚ 40,0 | 40,3 402 | 39,6 | 39,7 | 40,0 : 40,0 | 40,0 | 400 

! 40,0 | 40,0 | 40,0 | 39,8 | 39,7 | 40,0 | 40,2 | 39,9 | 39,8 

` 40,1 | 40,1 | 40,0 | 39,9 | 39,6 | 39,8 | 40,0 | 39,8 | 40,0 

| 399 | 40,1 | 40,0 | 40,0 | 39,5 39,9 | 39,8 | 40,1 | 40,0 
Durchschnitt | 40,1 | 40,1 | 40,0 | 39,9 | 39,6 | 39,9 | 40,0 | 40,0 | 40,0 


Verglichen m. 10—40|10—40 10—40, 10—40'10—40]10—40]10—40,10— 40 10—40 


Fehler . . 9! 0,25 | 025 | 0,0 | 025 | 10 | 025 | 00 | 00 : 00 
Durchschnittlicher Fehler 0,22%. 





Die Tabelle VII zeigt, daß die Bestimmungen mit einem durch- 
schnittlichen Fehler von 0,2%, übereinstimmen. 

Die weiteren Arbeiten haben gezeigt, daß zwischen 0,04 bis 0,4 mg 
Cain 25 ccm Volumen als Grenzen der Methodik die Reproduzierbarkeit 
der Trübung gelingt; die zahlreichen Parallelbestimmungen stimmen 
fast stets ausgezeichnet überein. Hin und wieder aber treten grobe 
Ausfälle auf, deren Ursache nicht aufzuklären war. Es ergibt sich 
hieraus die Notwendigkeit, stets mit mehreren Parallelversuchen zu 
arbeiten, um einzelne Ausfälle zu erkennen und zu verwerfen. 
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4. Einfluß der Zeit auf die Trübung. 

Zur Bestimmung des Zeiteinflusses wurde versucht, die Trübungen 
in verschiedenen Zeitabschnitten gegen Glykogentrübungen zu messen, 
die sehr lange konstant bleiben. Dies gelang nicht, da das Gesichtsfeld 
der Glykogentrübung weit bläulicher gefärbt erschien als das der Ca- 
Trübung und der Farbunterschied die Einstellung zu sehr erschwerte. 
Dagegen wurden Lösungen verschiedener Konzentration, die in ver- 
schiedener Zeitfolge hergestellt wurden, gegeneinander gemessen. Die 
Ergebnisse aller Messungen waren, daß kurz nach Bildung der Trübung 
(etwa 2 bis 3 Minuten) die Lösungen gereift sind und die erreichte 
Trübung etwa 15 Minuten ohne Änderung beibehalten. Nach dieser 
Zeit, die weit nach unten begrenzt ist, beginnt die Trübung sich zu 
ändern. Es folgt hieraus die Vorschrift, die Trübungen nach der Her- 
stellung einen Augenblick stehenzulassen und innerhalb etwa einer 
Viertelstunde die Messungen vorzunehmen. Vergleichs- und Analysen- 
lösung sind stets gleichzeitig anzusetzen. 


б. Einfluß des Fällungsvolumens аи] die Trübung. 

Um den Einfluß des Volumens auf die Trübung festzustellen, 
wurden Reihenversuche mit Fällungen derselben Ca-Menge in ver- 
schiedenen Volumina H,O unter schließlicher Auffüllung auf das 
gleiche Endvolumen angesetzt. 

Tabelle VIII. 
0,2 mg Ca in variierendem Volumen mit 0,4 ccm Reagens gefällt. 





Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 
mg Са О u 0,2 0,2 0,2 | 0,2 0,2 0,2 02 : 0,2 
Gefällt in ccm H,O 10 20 20! 40 70 80 | 160 16,0 
Durchschnittliche | | 
Ablesung aus fünf | Г 
Messungen . . . 29,9. 300 30,0 | 300 300 30,2 | 250 242 


Verglichen gegen . 2-- 302 — 30 2: 302 — 30 2 — 30.2 — 30:2 — 30 2 — 30 
Abweichung . .% 03 | 00 00 | 00 00: 06 | 15 | 18 


Tabelle IX. 








Nr. | ı | 2 3 4 5 6 
тв Сао ааа... 09 | 02 | 02 02, 02. 02 
Gefällt in eem H,O ...... 20 | 20 | 40 80 160 25,0 
Durchschnittliche Ablesung . . . 40,0 | 40,0 | 400 40,0 | 34,2 ` 37,6 
Verglichen mit .. 2.2.2... 2 — 40 2 —402--402— 40 2:-402— 40 


Abweichung ......... o, 00 | 00 | 00 00. 130 60 
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Tabelle X. 


Der gleiche Versuch bei Einengung des untersuchten Volumens zwischen 
8 bis 25 ccm, in einer Reihe mit dem Faktor 1,2. 





mgCaO ..... | _ 0,2 | 0,2 








0,2 
Fällungsvolumen 11,5 ' 13,8 24,0 
Durchschnittliche 
Ablesung.. . . . | 40,0 32,2 37,5 
Gemessen gegen. . = 402 ўз = 409 = 402 = 402 = 4012 = 402 = 40 
Abweichung. ..%| 00 | 00 | 00 00 | 195 6,3 





Aus obigen Tabellen geht hervor, daß еше Variation des Fällungs- 
volumens zwischen rund 1 bis 11 ccm keinerlei Einfluß auf die Stärke 
der Trübung hat. Diese Erscheinung ist deshalb auffallend, da die 
Trübungen, rein äußerlich betrachtet, hinsichtlich Farbe und Dichte 
ganz verschieden erscheinen. Die genauen Messungen ergeben aber 
bei mehrmals wiederholten Parallelversuchen das obige Resultat. 

Vergrößert man aber das Volumen über 11 cem bei der Fällung, 
so nimmt die Trübung rasch an Stärke zu, erreicht bei etwa 16 ccm 
ein Maximum, um dann bei weiterer Vergrößerung des Fällungsvolumens 
schnell wieder abzunehmen. Es ergibt sich hieraus die Vorschrift, 
bei analytischem Arbeiten sich in einem Fällungsvolumen zwischen 
l bis 11 ccm zu bewegen. Als praktisch hat sich ein solches von 5 cem 
herausgestellt. 


6. Einfluß zugeseizter fremder Substanzen auf die Trübung. 
a) Einfluß von Aceton. 

Um die Stabilität der Trübungen zu erhöhen, wurde der Versuch 
gemacht, Substanzen, die die Oberflächenspannung der Lösung herab- 
setzen, wie Alkohol, Aceton und andere der Trübung hinzuzufügen. 
Alle diese angewandten Substanzen lösen, in größerem Überschuß an- 
gewandt, die Ca-Fettsäuretrübung auf. Den Einfluß geringer Aceton- 
mengen prüft folgender Versuch. 


Tabelle XI. Einfluß von Aceton. 


CARE a фаз | 5 e ` 








9 














mg Са gefällt 











0,0 0,0 


e | 
in 5cem. | 02 02 02 02 02 02 
Zusatz von be 1Т Ge 1 Tropfen | 2Tropfen | 3Tropfen 4Tropfen | 5 Tropfen 0,0 
Aceton e A + H,O aa Acet. pur.| Aceton | Aceton | Aceton | Aceton |, Tropfen 
Durchschnitt!. | 
Ablesung .| 40,0 400 | 400 | 400 | 400 | 40,0 | 40,0 
Verglichen mit | 7 — 40 үе, 0000| оо 7=40 |7. - 40 





Abweichung % | 0,0 0,0 
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Aus dieser Tabelle XI geht hervor, daß ein Zusatz von Aceton 
bis zu fünf Tropfen bei einem Endvolumen von 25 cem keinen Einfluß 
auf die Stärke der Trübung hat. 


b) Einfluß von Säuren. 


Um den Einfluß von Säuren zu prüfen, wurde zu den Trübungen 
п/10 HCl in Mengen von 0,5 bis 4 ccm gegeben. 


Tabelle ХІІ. 
Zusatz von НС] bei 6 ccm Fällungsvolumen in 0,4 cem Reagens. 








Nr. Е | 4 5 
трСа........ © 2 2 2 | 2 | 2 
Zusatz von cem n/10 НСІ 0,0 0,5 10 | 20 4.0 
Ablesung . . ..... 25,0 27,4 31.0 41,2 4,0 
Verglichen mit .... = 25 | 1—25 1-- 25 | 1— 25 1 = 25 
Abweichung. .... o, CO 96 24 64 8 84 


Die Tabelle XII zeigt, daß der Zusatz von 0,5 bis 2ccm von 
п/10 HCl eine aufhellende Wirkung zur Folge hat. Bei Zusatz von 4 cem 
trat eine äußerst starke Trübung ein, die durch die bei erreichter saurer 
Reaktion auftretende Fällung der freien Fettsäure bedingt ist. 


c) Einfluß von Alkalien. 


Zunehmende Mengen Alkali bedingen eine zunehmende Aufhellung 
und schließliche Lösung der Trübung. 


d) Einfluß von Salzen. 


Während es leicht möglich ist, bei analytischem Arbeiten die 
schwach alkalische Reaktion der Lösung, bei der eine gute Ca-Trübung 
auftritt, einzuhalten, ist der Zusatz von Salzen unvermeidbar. Denn 
jede Kalkanalyse bedingt nach Veraschung der untersuchten — wohl 
meist organischen — Substanz das Aufnehmen derselben in eine Säure 
und Neutralisation derselben entweder durch das zugesetzte alkalische 
Reagens selbst oder durch Alkali. 

а) NH,Cl. Zum Studium der Wirkung von zugefügten Salzen 
auf die Trübung wurden anfangs Salze zugesetzt, die durch Neutra- 
lisation zugefügter п/10 HCl-Lösung und п/10 NH,OH-Lösung ent- 
standen. Da diese Lösungen bei steigendem Zusatz eine ebenfalls 
ansteigende Trübung bedingten, wurden später, um eine eventuelle 
Wirkung des NH,OH auszuschalten, die gleichen Versuche durch 
Neutralisation der Säure mit NaOH an Stelle der NH,OH angestellt. 
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Tabelle XIII. 
Einfluß von NH,Cl aus Lösungen hergestellt. 


d | 
Nr. | 1 2 | 3 4 5 





mg Са........ | 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Zusatz von cem n/10 НСІ, 0 l 2 | 3 4 

+ cemn/lONH,OH. б o > 2 з | 4 5 
Ablesung ....... 400 374 35,5 33,4 30,4 
Verglichen mit. . . . . 1—40 | 1—40 | 1—40 | 1—40 | 1—40 
Abweichung. .... % 0 6,5 113 | 160 24,0 





Die Tabelle XIII lehrt, daß mit steigendem Zusatz der Lösungen 
auch die Trübung anstieg. 

Um nun zu entscheiden, ob diese Trübung durch einen Einfluß 
des Salzes auf die kolloiden trübenden Teilchen oder auf einer Ver- 
unreinigung der untersuchten Lösung durch Ca-Ionen der zugefügten 
Lösungen bedingt wurde, wurden steigende Mengen auf gleiche Weise 
hergestellten Salzes zu Reagens und Wasser gefügt, ohne daß Ca zu- 
gegen war. 

Tabelle XIV. | 

Zusatz von МН.С! und NaCl zum Reagens, ohne Ca-Zusatz. 


мм [ме 

















‚ 01т МОН | 
сет п/10 МН.С...... | 0234111! 0 2131414 
» n/lOHCI.......,0/1,2)/3,10 0 11213110 
+ Н.Ога......... ’ 25 | 25 | 25| 25 | 25 25 25 | 25 | 25 | 25 
Nach 2 Stunden . . .... Klar = Klar б 
| | Trübe Trübe 


Es zeigte sich, daß auch bei Abwesenheit des Ca die zugefügten 
Salzmengen in ihrer Menge entsprechender Stärke Trübungen ver- 
ursachten. Hierdurch war es wahrscheinlich gemacht, daß die Trübungen 
aus Verunreinigungen der Lösungen mit Ca stammten. Schon die 
Löslichkeit des Glases der Flaschen, in denen die п/10 Lösungen auf- 
bewahrt werden, genügt zur Erklärung. Da aber noch die Möglichkeit 
vorhanden war, daß die Salze an sich eine Wirkung auf das Reagens 
ausübten, wurde reinstes NaCl pro analysi in Leitfähigkeitswasser 
gelöst, zu Wasser + Reagens hinzugegeben. Da 10 ccm einer п/10 NaCl- 
Lösung etwa 0,06g NaCl enthalten, wurde Leem einer 6proz. NaCl- 
Lösung zu 0,4ccm Reagens und Wasser ad 25 hinzugegeben. Diese 
Lösung blieb vollkommen klar. 

Hierdurch war bewiesen, daß die Trübung bei Zusatz von Salzen 
in Form von Lösungen aus Ca-Mengen stammten, die in den zugefügten 
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Lösungen enthalten waren. Es lag also das gleiche Verhältnis vor 
wie bei dem gewöhnlichen destillierten Wasser. 

Da es nun für die Methode außerordentlich komplizierend erschien, 
von allen in Frage kommenden Lösungen reinste Lösungen aus Leit- 
fähigkeitswasser herzustellen und diese in paraffinierten Flaschen auf- 
zubewahren, ergab sich für alle in Frage kommenden Zusätze zu den 
Trübungen die Vorschrift, diese nie in irgendwie bedeutenden Volumina 
von Lösungen, sondern stets nur in Form von wenigen Tropfen, ent- 
sprechend konzentrierterer Lösungen, zuzuführen. Hierdurch können 
alle beliebigen Lösungen zugesetzt werden, ohne daß ihr stets vorhan- 
dener Ca-Gehalt störend in Erscheinung tritt. Es wurde daher jetzt 
die Salzwirkung bei Zusatz weniger Tropfen starker Lösungen studiert. 





Tabelle XV. 
Versuch mit NaCl-Zusatz. NaOH frisch bereitet. 
0,4 ост Reagens + ccm | | | 
n/10 НСЇ..... | 0 | 3 | 5 | 10 
п/10 NaOH .... 0. 4 6 11 
Aquaad ..... 25 | 25 | 25 | 25 
Klar | —— > Zunehmend trübe 


Die Tabelle XV zeigt noch einen Versuch mit mehreren Kubik- 
zentimetern verdünnter Lösungen, bei denen die Lauge frisch aus 
Ма, О und Leitfähigkeitswasser hergestellt war. Da auch dieser Zusatz 
Trübungsvermehrung aufweist, ist es klar, daß sich Ca nicht nur in 
den Standflaschen der Lauge, sondern auch in denen der Säure gelöst 
finden muß. 


Tabelle XVI. 


Einfluß von 5n NH,OH bei Zusatz konzentrierter Lösung in kleinem 
Volumen. Zu 0,4ccm Reagens wurden gesetzt. 





м Wat 2 31 4 5 6 


























с еза ые ан a сш ыга ы ышык Шз ler сз ыш, 
NHOH зп ..... eeej O LTF fe, 4ТҮ. 8 Tr. | 167r. 
+ Н,Ова........ um 2 |2 93 | 23 | 23 
| Bleibt klar 

+ 2 cem Ca-Lösung mg CaO.. 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Ablesing ор. 30,0 | 29,8. 30,1 | 29,9 | 30,0 | 30,8 
Verglichen mit . . . . . .. . 11——30:1—3011-—30'1—30'1— 3011 — 30 
Abweichung . .......% 00| 06| 03| 03| 00| 24 
Parallelversuch, Ablesung . . . 30.0: 300! 30,0 | 300 | 300. 300 
Verglichen mit . . ..... . 1=30 1—30 1—30 1—30! 1 —=3011 — 30 
Abweichung . . . 2. ... o. 00 00. 00 03| 00. 00 
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In vorliegendem Reihenversuch wurde der Einfluß eines NH,OH- 
Überschusses auf die Trübung bei Anwendung von 5n NH,OH in 
` Tropfenvolumina geprüft. Die Versuche lehren, daß Ammoniak von 
der Stärke 5n in Mengen bis zu 16 Tropfen bei einem Endvolumen 
von 25 ccm weder an sich ohne Ca-Zusatz eine Trübung des Reagens 
bedingte, noch irgend einen Einfluß auf die Ca-Trübung hat. Bei der 
Neutralisierung einer sauren Asche kann also ein entsprechender Über- 
schuß von Ammoniak ruhig unberücksichtigt bleiben. 


Tabelle XVII. Einfluß von NH,C! bei Anwendung 5n Lösung. 

















mg С80....... | 02 | 0,2 0,2 0 
Tropfen НСІ 5n .... 0 0 1 4 

„ ХнОН5п ..| 0 | 0 | 1 4 8116 
НО аа ........ _ 25 25 25 | 2 25 925 ' 25 
Ablesung gegen 1 — 30 .' 30,0 | 30,0 : 29,8 ' 300 | 37,5 | Flockt 
Parallelversuch . . . . . 30,0 | 30,0 | 300 29,8 Flockt 
Gemessen gegen 1 = 30 | 

Abweichung . . . .% 0,0 ;- 0,0 03. 031 — — — 














Tabelle XVII zeigt den Einfluß von МН,СІ, das aus steigenden 
Mengen bis zu 16 Tropfen 5n NH,OH und НОЯ hergestellt wurde. 
Mengen bis zu zwei Tropfen hatten keinen Einfluß, dann wirkt der 
Salzgehalt flockend auf die Trübung und verhindert ihre Messung. 

Da eine Breite von zwei Tropfen ein zu kleines Arbeitsbereich 
darstellt, wurden entsprechende Versuche mit n/l Lösungen angestellt. 


Tabelle XVIII. Einfluß von МН.С bzw. Anwendung п/1 Lösung. 











Sr en er BAR SE Së iu E un 2 d 2. | Kä 
mg Сао... .. 02| 02. 02 02' 02 02| 02| 02 
Tropfen п/1 HCI. . | 0 0 2 4 6 8 10 | 10 
„ n/INH,OH | 0 0 5 11 9 | 11 13 | 13 
H,Oad...... 25 | 25 | 25 | 25 25 | 25 |25 , 25 


Ablesung . .... ‚ 40.01 40,2 | 40,0 | 39,9 | 40,0 ` 39,6 | Nicht meßbar 
Verglichen mit 1—40, | | 

Abweichung. .% | 00, 05| 00) 03| 00] 10| — | — 
Abweichung bei ` | | 

Parallelversuch% 00 03| 00| 00 00, 3 |21 | 21 

Die Tabelle XVIII zeigt, daß Salzmengen, die aus Mengen bis zu 

sechs Tropfen n/l HCl und entsprechender Menge NH, OH hergestellt 
wurden, ohne Einfluß auf die Trübung sind. Größere Mengen wirken 
aufhellend, da sie die Flockung begünstigen. 
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Aus diesen Versuchen resultiert nun folgende praktische Vorschrift. 

Alle zugesetzten Substanzen dürfen nur in Form von Tropfen eri- 
sprechend konzentrierterer Lösungen zu den Ca-Trübungen zugeseti’ 
werden. Eine Ca-Asche — beispielsweise eine Blutasche — kann ohne 
Schädigung der Trübung in einer Menge von einem bis sechs Tropfen 
1 п HCl aufgenommen und mit der gleichen Menge 1 п NH,OH neutra- 
lisiert werden. Ein Überschuß von Ammoniak schadet bei In bis 
zu etwa 30 Tropfen nicht. 

Da zwei bis drei Tropfen n-Salzsäure völlig zur Aufnahme einer 
Asche der entsprechenden Blutmenge genügen, ist als zweckmäßige 
Vorschrift festzuhalten, die Asche mit etwa drei Tropfen In На 
aufzunehmen und die saure Lösung mit fünf bis sechs Tropfen 
п/1 NHOH dann schwach alkalisch zu machen. 

Nunmehr wurde versucht, festzustellen, ob das Magnesiumion in 
gleicher Weise wie das Ca-Ion mit der Fettsäure empfindliche Trübungen 
liefert, was bei dem analogen chemischen Verhalten wahrscheinlich 
erschien. Da die Ca-Methode hauptsächlich für die Blutanalyse be- 
stimmt ist. wurde versucht, ob der dem Ca entsprechende Mg-Gehalt 
im Blute schon eine Trübung hervorzurufen vermag. 

Da іп Leem Blut etwa 0,2 mg Са und 0,05 mg Mg vorhanden, 
wurde eine Lösung von Mg SO, hergestellt, die in 1 ccm 0,247 mg MgSO, 
entsprechend 0,05 mg Mg enthält. Die Lösung wurde mit Leitfähigkeits- 
wasser heigestelit und variierende Mengen von ihr mit Reagens und 
Wasser versetzt. 


Tabelle XIX. Einfluß von Magnesiumsalz. 0,4 Reagens +: 





Magnesiumsulfat-l.ösung ccm | 0 ı |2 |4 | 8 | 16 











| Eer E 
Aqua ad . 222... ‚25! 95 | 25 `25 25 | 25 
Gemessen gegen 3 сст Са О (0,1 mg Са O im ccm) + aqua ad 25 


Klar Anfangs klar, en 
Nach + Stunde trübe Trüben sofort 


Die Versuche lehren, daß Magnesiumsalze schon in Mengen von 
0,05 mg im Volumen von 25ccm deutlich Trübung mit dem Reagens 
geben. Hieraus folgt, daß zur Bestimmung des Ca im Blute dasselbe 
entweder als Oxalat isoliert werden muß oder daß, was als zweckmäßig 
empfohlen wird, die Analyse’den Begriff ‚Erdalkalioxyde‘, ausgedrückt 
als СаО, einführt und diese Größe der physiologisch-chemischen Unter. 
suchung zugrunde legt. Dies kann um so eher geschehen, als der 
Me Gehalt gegenüber dem Ca-Gehalt wohl als der invariable anzusehen 
ist. Inwieweit die Mg-Trübung der Ca-Trübung entspricht, speziell 
die Frage, ob die gleichen Molarkonzentrationen Mg und Ca die gleichen 
Trübungen liefern, soll in späteren, die spezielle Ca-Analyse des Blutes 
betreffenden Arbeiten untersucht werden. 
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Jedenfalls liefert dienephelometrische Methode und das neue Reagens 
auch die Möglichkeit, die bis jetzt sehr schwer infolge ihrer geringen Kon- 
zentration im Blute meßbaren Mg-Salze zu messen, da es ja nurnotwendig 
ist, das Ca als Oxalat zu entfernen und in der dann zurückbleibenden 
Blutasche das Mg analog dem Ca nephelometrisch zu bestimmen. 


7. Einfluß der angewandten Reagensmenge auf die Trübung. 

Bei der Erprobung eines neuen Reagens ist es notwendig, fest- 
zustellen, in welchen Grenzen Reagensmengen zur Fällung der zu be- 
stimmenden Substanz ausreichen. Hierzu kommt bei der nephelo- 
metrischen Untersuchung noch die Aufgabe, bei gleichbleibender Menge 
der zu fällenden Substanz festzustellen, welchen Einfluß eine wechselnde 
Reagensmenge auf die Trübung ausübt. 


Tabelle ХХ. Einfluß der Reagensmenge. 





ER |2 In als: бы | fe 3a| an pe oa 























ШЕ базы | о: 02| 02; 02! 02| 02| 02' 02| 02| 02 
Reag., ccm 02 0,3. 04: 0,5 06 01.021 03 04 05| 0,6 
Ablesung . < 29,5 | 36,7 | 40,1 40,1 40,0 140,0 | 27,9 |40,0 40,0 | 39,9 | 40,0 


Verglichen ши | 1 | 1 | 2:34 5 11112,34 165 
== 40 — 40 — 40 — 40 — 40 — 40 — 40| = 40 — 40 — 40 — 40 — 40 
Abweich.,% | — | 20 | 8 10,25 025 0,0 | — | 30 | 00| 00 | 00 | 0,0 
In vorliegendem Versuch wurde der Einfluß steigender Reagens- 
mengen bei gleichem Ca-Gehalt studiert. 

Es zeigte sich, daß bei einer Konzentration von 0,2 mg Ca in 
25 ccm Volumen Mengen von 0,3 сст Reagens erforderlich für eine 
quantitative Ausfällung des Ca sind. Mengen über 0,3ccm ändern 
‚ die Trübung nicht. D. h., da etwa von einer Konzentration von 0,6 ccm 
Reagens an eine Eigentrübung durch das Reagens auftritt, ist ein 
Spielraum von 0,3 bis etwa 0,5 ccm Reagens gegeben. Ein erheblicher 
Reagensüberschuß bewirkt Lösung der Kalkseife. 

Es fragte sich nun, da eine Menge von 0,5ccm Reagens zu über- 
schreiten unzweckmäßig wegen der Eigentrübung ist, welche Ca-Menge 
von dieser Reagensmenge noch quantitativ gefällt wird. Hierzu wurden 
Versuche mit einer Konzentration von 0,5 bis 1,0 mg Ca іп 25ccm 
Volumen angestellt. 

Aus diesen Versuchen ging hervor, daß eine Menge von 0, 4 сет 
Reagens zur quantitativen Fëllung von 0,4 mg Ca ausreicht. Dagegen 
gebraucht eine Menge von 1,0 mg Ca etwa 0,8ccm Reagens. 

Da 0,4 cem Reagens als das zweckmäßigst,anwendbare Volumen 
bezeichnet wurde, folgt hieraus als maximal bestimmbare Ca-Kon- 
zentration etwa ein Gehalt von 0,4 mg Ca in 25 сст. Da 0,04 mg Ca 
noch meßbar, liegt die bestimmbare Ca-Menge zwischen 0,04 bis 0,4 mg 
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Ca in 25 сст Volumen. Auf diesen Gehalt wären die zu analysierenden 
Lösungen zu verdünnen. Ein höherer Gehalt von Ca und entsprechende 
Mehranwendung von Reagens wäre infolge der Eigentrübung fehlerhaft. 

Es wurde daher allen Messungen die Reagenskonzentration von 
0,4 ccm in 25ccm Volumen zugrunde gelegt. 


8. Das Verhältnis der Trübung zur Konzentration der Lösung. 

Auf Grund der gewonnenen Arbeitsmethode wurde nun versucht, 
festzustellen, welche Funktion zwischen der Trübung durch die Kalk- 
fettsäureverbindung und der Konzentration der Lösungen an Ca besteht. 

Die anfänglichen Versuche schienen stets zu zeigen, daß die Lö- 
sungen stärkerer Konzentrationen, verglichen mit denen schwächerer, 
trüber waren als dem weiter oben erwähnten Gesetz der Proportionalität 
entsprach. Es wurden daher neue Reagenszusammensetzungen ver- 
schiedenster Form, sowie Zusätze von Gelatine, Kieselsäure, Aceton, 
Elektrolyten usw. erprobt, ohne daß die Resultate sich änderten. 

Schließlich gelang es aber zu zeigen, daß die Abweichungen nur 
scheinbare waren und sich durch genaue Innehaltung der Arbeits- 
vorschriften und Präzision des Arbeitens vermeiden lassen. 

So ist es vor allem nötig, einzelne Ausfälle, die — ohne daß wir 
hierfür einen Grund angeben könnten — hin und wieder auftreten, 
dadurch auszuschließen, daß stets eine Anzahl Parallelversuche an- 
gesetzt werden. Zum Beweise der bestehenden Gesetzmäßigkeit im 
Sinne der Proportionalität zwischen Trübung und Konzentration wurde 
stets mit fünf Parallelversuchen gearbeitet. Für praktische Bestim- 
mungen genügen etwa drei. 

Während die Parallelbestimmungen stets innerhalb der weiter 
unten angegebenen Fehlergrenzen (etwa 1%) genau übereinstimmen, 
kommen hin und wieder Trübungen vor, die ganz grob um 10 bis 50%, 
abweichen. Solche Trübungen sind zu verwerfen. 

Des weiteren ist darauf zu achten, daß Vergleich und untersuchte 
Lösung gleichzeitig angesetzt werden und die Messung innerhalb etwa 
einer Viertelstunde vorgenommen wird. Der Sauberkeit des Arbeitens 
muß hinsichtlich der Empfindlichkeit der Trübungsmessung einerseits, 
der minimalen Kalkmengen, die sich leicht als Verunreinigungen ein- 
schleichen, andererseits, peinliche Aufmerksamkeit geschenkt werden. 

Werden diese Bedingungen erfüllt, so entsprechen die Resultate 
allen Anforderungen. 

Die gegebenen Untersuchungen sind so angestellt, daß Reihen 
aus sieben Punkten angelegt wurden, deren Endpunkte (hinsichtlich der 
Ca-Konzentration) sich verhielten wie 1:2. Es wurden drei solche Reihen, 
entsprechend den Konzentrationen von 0,05 bis 1,0 mg Ca, 1,0 bis 
2,0 mg Ca und 2,0 bis 4,0 mg Са т 25 cem Lösungsvolumen hergestellt. 
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Die Messungen wurden so vorgenommen, daß das Anfangsglied 
einer Reihe auf die Nephelometerskala 40 gestellt wurde, während die 
übrigen sechs Reihenglieder gegen das erste als festen Standard ein- 
gestellt wurden. So waren die extremsten Verhältnisse, die zur Messung 
verglichen wurden, Konzentrationsverhält- 
nisse von 1:2. Es ist gut möglich, über 
dies Verhältnis hinauszugehen, doch ist es 
hinsichtlich der Genauigkeit der Messung 
nicht ratsam und in der analytischen 
Praxis auch unnötig. 

Es wurden stets fünf Parallelversuche 
von jedem Reihenpunkt hergestellt und 
von jedem Versuch fünf Ablesungen vor- 
genommen. Der aus den fünf Versuchen 
ermittelte durchschnittliche Wert wurde 
als endgültiger Messungswert angenommen 
und mit dem Nephelometerpunkt, der sich gemäß dem Gesetz der 
Proportionalität theoretisch ergeben sollte, verglichen. Die eventuelle 
Abweichung wurde prozentual ausgedrückt. Es folgen nun die Versuche. 


К —Wephelometerskala 





А — am @ -Lösung 
Abb. 1. 


Tabelle XXI. 
Beziehung zwischen Konzentration und Trübung: gemessen zwischen 
0,05 bis 0,1mg Ca = 2 bis 4ccm Lösung als Endpunkte einer Reihe 
von sieben Gliedern. 
































ГИНЕ ТЕЧЕ a 
Ablesung - 400 | 396 | 404 | 404 а 

| E ‚398 | 401 | 408 | g 40,3. 

1400 | 400 | 408 68) _ 
Durchschnitt . . ! — 39,96! 40,12| 40,3 | 41,0 : Theoret. Wert 400 ` 
Verglichen mit. — [I= 401 4012-401 — =40 _ u 
Abweichung ‚ор = | 0 0,25. 0,75 | 25 | Abweichung 0,75% 
b 

cem Ca-Lösg. . . | 2,24| 24| 24| 2,24] 2,24. 


36,0 | 35,5 ‚861 | 37,8 36,1 


1362 ' 36.2 356 379 35,8 | Durchschnittliche 


Ablesung- - - - | Ablesung 36,3 


35,6 |359 : 359 380 | 36,0 
35,5 | 35,7 E ‚380 | 36,0 


Durchschnitt . . 3582 35,80: 35,88 37,96. 35,96 Theoret. Wert 35,8. 


Verglichen mit . а-= DON SCH 40.a = 40 a — -40'a —40 Abweichung 1,4%. 


2,241 

| 35,8 | 36,7 : 35,9 | 37,9 | 35,9 | 
| 

| 
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Tabelle ХХІ. (Fortsetzung ) 











ою. |2 |3 4 5 
rn S а ЕН 
сет Ca-Lösung . 252 2,52. 252 2,52| 2,52 
| 32,0 . 31,6 ‚ 31,5 | 31,9 | 32,5 
320 ' 314 | 318 | 319 327 | Se 
Ablesung  - - d 316 319 31,9 | 320 : 32,6 | Durchschnittliche 
31,8 | 315 | 319 | 318 | 321 |“ g 31,9. 
ER _319 | 318 ' 31,7 322 





Theoret.Wert 31,7. 

Durchschn. Ables. 31,79 21,06 31,78 зв 32,42 Abweichung 0.6%. 
d 

cem Ca-Lösung . 282 282 2,82] 282 282 


29,5 |290 | 282 
| 286 | 987 | 282 








28,5 BS Durchschnittliche 





Ablesung. . . .! 292 | 287 | 280 | 288 | 
| a E | fall о Ablesung 98,5 
288 | 285 | 279 | 29.2 


Durchschn. Ables. 29.06 29,00! 28,04! 28,98 Theoret. Wert 28,4 


У erglichen mit. . а— 40а — - 40 а —- Seng SE 40'а — = 40 Abweichung 0,4% 


com Ca Lösung i 318) 318 318) 318] 3,18; 
| 255 25,2 | 24,9 | 25,4 | 25,0 
25,6 ' 25,0 | 25,4 | 25,3 | 24,9 | е 
Ablesung Pa Де Ой 25,0 | 24,9 25,0 | 25,2 24,9 VE Eege 
| 252 :253 | 248 | 25,1 | 251 | a 7 
25,0 ' 25,2 | 24,9 24,8 | 252 , 


Durchschn. Ables. 25.26 25,12! 25,0 | 25,16! 25,0 | Theoret. y Wert 25,1 





f 
cem Ca-Lösung . 3,56 3,56 3,56 3,56] 3,56' 


3 
| 21,2 1216 215 |218 1290 ` 
21,5 |217 | 21,2 | 220 | 222 ; et 
Ablesung. . A 21,6 E Br Ee SC о 
| 21.6 216 212 220 | 220 ` | a EN 
21.5 | 21,6 | 21,3 | 22.0 22,4 





Verglichen mit. . а= 40а = 40а. -40a - 40 а -- 40. Abweichung 2,2% 





Durchschn. Ables. 21.48’ 21,66 21,28' 21,94 | 22,18 Theoret. Wert 22,2. 














g 
cem Ca-Lösung . 40 | 40! 40 401 40! __ 

| 19,8 20,5 | 20,0 ! 203 \ | 

20.0 | 20,4 | 19,9 | 204 | ittli 

ЕЕЕ 

| 19,8 | 204 ' 20,0 | 201 | i 

0196 205 |200 203 | 

Durchschn. Ables. 19,76 | 20,4 19,94 2026 | Theoret. Wert 20,0 





| Abweichung 0,45% 
Durchschnittlicher Fehler der Reihe a—g 0,8%. 
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Tabelle XXII. 


Messungen zwischen 0,1 bis 0,2mg Ca = 2 bis 4 ссш Ca-Lösung 
als Endpunkte einer Reihe von sieben Gliedern. 


ИЕ eg 


E ив 


|: 
|, 
‚U Durchschnittliche 


Ablesung - - - - Ablesung 20,03. 





Durchschn. Ables. | 20,10] 20,10 | 19,98 19,84 | 20,12] Theoret. Wert 20,0. 


—— EE m m nn mn nn m DL - 


Verglichen mit . | 1 ссп Ca-Lösung = 40 | Abweichung 0,15%. 
b 
cem Ca-Lösung . | 2,24 2,24| 2,24 2,24| 224 


| 
35,4 | 35,3 | 35,6 | 34,9 | 34,5 Durchschnittliche 


Ablesung . - - - 
351 | 353 | 352 350 | 342 || APlesung 35,3. 





Durchschn. АЫев. || 36,26 Se 35,3 | 35,08 | 34,20] Theoret. Wert 35,8. 


| 
Verglichen mit . ige = 40a — == 40 а — al, — = 40|в = == 40) Abweichung 1 ‚4%. 





с ) 
сет Ca-Lösung . ` 2,52! 252| 252 2,52. 2,59 


| 31,5 | 31,5 | 321 | 310 | 314 
310 | 317 | 322 | 311 312 || 

313 | 316 | 322 | 314 | 316 se 
31,0 | 315 | 32,1 | 313 | 317! 8 

31,2 | 31,6 | 323 | 31,4 | 315 | 

Durchschn. Ables. | 31,20| 31,58 | 3218, 31,24 | 31,48| Theoret. Wert 31,7. 


Verglichen mit . a= 40a — 40!а — 40'a — 40'a — 40! Abweichung 0,6%. 





Ablesung бе. 








а 
eem Ca-Lösung . | 282| 2,82] 282| 282| 282 
| 28,0 | 28,6 | 282 | 28,4 | 
28,4 | 290 | 28,7 | 280 SEN 
› › , › Ausfall|| Durchschnittliche 
Ablesung - - - . = a = 37, Ablesung 28,4. 
282 | 287 | 288 | 27.9 | 














Durchschn. АЫев. | 28,2 | 28,8 | 28,5 | 28,06| | Theoret. Wert 28,4. 
Verglichen mit . ‚а — 40a — 40:а — 401a — 4018 — 40| Abweichung 0,0%. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 12 
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Tabelle XXII. (Fortsetzung.) 
Ne.) 1 DEREI dien |5 5 5 


Gem Ca-Lösung . || 3,18) 3,18 | 318 3,18] 3,18 


ææ Á om А А m m U m nn 


| 254 | 252 | 248 | 251 | 254" 
| 253 | 25,0 | 249 | 251 | 25,6 | 

Ablesung- - . - | 25,7 | 25,1 | 25,0 | 251 257 
(| 253 | 2 





Durchschnittliche 


25,2 | 25,0 | 24,8 | 252 | 25 d Ablesung 25,2. 


25,3 | 251 | 24,6 | 25,1 | 25,4 
Durchschn. Ables. | | 25,38| 25,00 | 24,82| 25 12| 25,54! Theoret. Wert 25,2. 


Verglichen mit . a — 40a = 40'a — 40|а — 40|а — 40 "Abweichung 0,0%. 











{ 
сет Ca-Lösung . | 3,56: 3,56 300 306 3,56 ' 3,56 Е 
[| 221 | 224 | 22 ‚20,7 | 22,3 | 
218 | 221 225 208 | 223 | 
Ablesung- . - - 1 216 | 223 220 206 | 221 0 РосвошыогНоће 
| 220 | 223 | 224 213 | 220 | sung 
220 | 224 | 225 | 212 | 223 | 














Durchschn. Ables. ! 21,90| 22,30| 22,36| 20,92 | 22,2 | Theoret. Wert 22,19. 
Durchschnittlicher Fehler der Reihe a bis f 0 ‚%. | Abweichung 1,2°,. 








40 +0 
S 
N 5 
$ 3 $35 
ә © 
d à 
$ S 30 
N N 
< 
Г 25 т 25 
>. A, 
20 20 
20 35 30 35 
Х—& т @ "Lösung 
Abb. 3. 
Tabelle XXIII. 


Messungen zwischen 0,2 bis 0,4 mg Ca (2 bis 4 ccm Ca-Lösung) als Endpunkte 
einer Reihe von sieben Gliedern. 











cem Ca-Lösung .! 20 | 20 d 20 | 201! 20 | 


== жас ИЕНЕН —  — ЕЕ О_о 


IEN 20,3 | 19,6 | 20,2 | 20,0 | 


| 20,1 | 20,5 | 194 | 201 | 00 | SE 
Ablesung. . . A 198 | 202 |197 | 204 | 202 | ROESER 
"20,0 | 20,3 | 19,3 | 202 |198 . 8 29 


. 20,2 | 20,0 19,7 | 20,3 20,0 | 


Durchschn. Ables. ! 20,02! ' 20,26 | 19,54 | 20,24 | 20,0 || Theoret. Wert 20,0_ 
Verglichen gegen .| l cem Ca-Lösung = 40 || Abweich Abweichung 0,3% 
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Tabelle XXIII. РЕ 
| | №. |1. ı | 2 |3 3 E 4 | 5 | 


rem Ca-Lösung .| 224 2,24 | SEN 224| 2,941 
34,2 | 34,6 | 34,6 | 35.0 ' 


| 35.0 34,3 | 35,1 | 34,7 35, l || Durchschnittliche 
Ablesung. . . .1 | 34,8 34,6 | 34,5 | 34,7 35,3 
35.6 | Ablesung 34,7 


i 347 | 344 | 345 | 346 
| 34,6 | 34,6 | 34,7 | 34,5 | 349 


Durchschn. АЫев. | 34,78 | 34,42; 34,68 34,42 35,18 | Theoret. Wert 35,8 _ 
] Abweichung 3,0% 











с 
сот Ca-Lösung .! 2,562. 2,52 2,52 | .2,52 | 2, 2,52 |. ИН 


| 


| 31,9 | 319 | 325 | 31,6 30,9 | | 

31,6 | 31,9 | 32,3 | 31,6 | 30,7 ЫЫ; 

Айгай къ. Гэ | 318 [21 (HA Геос SIT 
81,5 | 31,8 | 32,3 | 31,5 | 31,0 | { 


N 31,4 | 318 | 32,5 | 31,6 | 30,6 | 
Durchschn. Ables. | ‚ 31,54 | 31,84 | 32,40 | 31,64 | 30,90 | Theoret. Wert 31,7 _ 


Verglichen mit. .|а —= 40| — 408 = 40а — 40'a — 40a — — 40 Abweichung 0,0° 0,0 d 


d 
cem Ca-Lösung .| 2,82| 2,82' 2,82; ang 2,82 | 


а а 


28,6 | 282 SS 














| Durchschnittliche 
28,3 | 28,7 | 28,6 | 
282 | 9 | Ablesung 28,4 











Durchschn. Ahlen. ‚28,26 | 28,18 | : 28, ‚06 | 28,54 | 28,70 | Theoret. W Wert 28, а 
Verglichen mit. Ee — 40а — 40a - 40а — 40а — 40 Abweichung 0,09 








сет Ca-Lösung . | 3,18' 3,18 3,18. 318] 3,18; ` Е 
| 25,5 | 248 | 25,5 : 252 | 25,0 | 
25,7 | 24,6 | 25,2 252 | 246 ee 
Ablesung 25,6 | 245 | 256 ' 25,0 | 250 | Ber 
283 4 | 25,4 | 251 | 249 | a 


24, 
ı 25,2 947 25.4 25,2 25,1 | 
Durchschn. Ables. | 25, 46, 24,60 25 a 95,14 | 25, 52 Theoret. Wert 25,2 _ 
Verglichen mit. . ја — - 40! a — 40'a — = 40 а -— de — A0 Abweichung 0,0% 
f 
cem Ca-Lösung . 8,56] 3,56| 3,56' 3,56° 3,56! 
az | 220 | 223 | 220 | 222 | 
122 |221 |225 | 221 | 223 "| Durchschnittliche 
| 























Ablesung. . . .< | 221 | 223 | 225 | 221 | 220 Ablesung 22,3 


` 22,0 | 222 | 22,2 | 22,5 | 224 | 
‚218 | 222 | — |223 | 221. 


Durchschn. АЫев. ! 21,9 | 22,19 | 22,82 | 22,2 | 22,2 | Theoret. Wert 22,2 
| Abweichung 0,4%, 
12* 
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Tabelle XXIII. (Fortsetzung.) 


com Ca-Lösung .| 40 | 40 401 40 ' 40. 


Ablesung. . . .< 202 | 19,2 | 20,3 | 20,0 





Durchschn. Ables. ' 20,1 | 19,4 | 20,3 |201 | — Theoret. Wert 20,0 
N Abweichung 0,5 % 
Durchschnittlicher Fehler der Reihe a bis g 0,6%. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daß innerhalb der untersuchten 
Grenzen sich die Trübung direkt proportional der Konzentration an 
Ca, also umgekehrt proportional der Höhe des belichteten Tyndall- 
kegels, verhält. Daß das Resultat außerordentlich genau ist, zeigen 
die Zusammenstellungen der Fehlerberechnung. 

Es wurde einmal der durchschnittliche Fehler jedes Reihenpunktes 
gegenüber dem theoretischen Werte in Prozenten dargestellt und der 
durchschnittliche Fehler aus allen untersuchten Punkten als durch- 
schnittlicher Fehler der Methode angenommen. 

Außerdem wurde der wahrscheinliche Fehler jedes Reihenpunktes 
gemäß der Formel 

x = 0,673 a 
n 
berechnet, worin х, den wahrscheinlichen Fehler, x die einzelnen Ab- 
weichungen der Beobachtungen vom theoretischen Wert und n die 
Zahl dieser Beobachtungen (hier also fünf) darstellen. 

Der wahrscheinliche Fehler wurde ebenfalls prozentual ausgedrückt 

und der Durchschnitt aller wahrscheinlichen Fehler gegeben. 





























Fehlerberechnung. 
Zu Tabelle XXI. Zu Tabelle XXII. 
Durchschnittlicher | rn, Кеше .  Durchschnittlicher ee оч 
Fehler =, = 0,673 2 (27) Febler x, = 0,673 y 200 
es % BE б ЭШ 0 | % i 
a 08 | 1,1 | 
b 14 | Lë т E A d 
b. 1,4 i 1,6 
с 0,6 0,9 & 06 08 
d 04 | 1,1 ай 
а. 0,0 0,2 
. e 0,0 0,1 | 
{ 29 20 ө. 0,0 0,7 
| | f | 1,2 1,8 
Е | 0,5 0,9 OW l | А 
Durchs | 08 | 11 Durch, | 0,6 | 0,9 


œ 

S 
= 
8 


schnitt | 
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Zu Tabelle XXIII. 


nn 








Wahrscheinl. Febler 











Durchschnittlicher — 
Fehler = = 0,673 у? (22) 
RS WS Durchschnitt aus allen Versuchen. 
> 03 ask "es S Durchschnittlicher Fehler: 0,7 % 
b Мык 90 29 Durchschnittlicher 
zë 00 10 wahrscheinlicher Fehler: 1,0% 
rät ЛЫН Ge Le = 0,673 ү ы") 
EL | 0,4 0,8 i 
& ..1| 0,6 1,0 
Durch» | 07 | 10 


schnitt || ? 


Es zeigt sich also, daß der durchschnittliche Fehler der Methode 
etwa 0,7%, der wahrscheinliche etwa 1% beträgt. 

Hierbei ist aber zu beachten, daß die Genauigkeit der Resultate 
sehr von der Übung des Untersuchers abhängt. Bei ungeübtem 
Untersucher sind etwa die doppelten Werte der gegebenen Fehler 
als wahrscheinlich zu schätzen. | 

Schließlich wurden nun noch neben den durch Fällung hergestellten 
Trübungen solche durch Verdünnung stärkerer Trübungen her- 
gestellte verglichen. 

Und zwar wurden Lösungen von 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ccm Ca-Lösungen, 
entsprechend 0,1 bis 0,4 mg Ca in 25ccm Volumen hergestellt und 
selbst bei dem extremen Verhältnis von 1:4 miteinander verglichen. 


Tabelle XXIV. 
Vergleich von durch Verdünnung hergestellten Ca-Lösungen im Verhältnis 
1:2:3:4, 1 bis 4 cem Ca-Lösung = 0,1 bis 0,4 mg Ca іп 25 сет Vol. 








Nr. la | 1b 2а | 2b || за | 36 | 4a | Ap 











von Са Lëeung ........ | 10| 10| 20| 20| 30| 3,0 4,0 40 
40,0 40,0 | 19,8 | 19,6 || 19,7 | 19,8| 9,9 | 9,7 

— 140,2 | 19,7 | 19,7 || 19,7 | 19,8 || 9,7 | 9,8 

| — 1403 | 19,8 | 19,7 | 19,5 | 19,9| 9,8 | 9,7 

| — 140,0 | 19,9 | 19,8 | 19,4 20,0 | 9,9 98 

| — 140,1 19,8 | 19,7 | 19,6 19,8 9,9 | 9,8 









































Durchschnittliche Ablesung . . | — 140,12 19,8 | 19,7 || 19,6 | 19,9 | 9,8 | 98 
Verglichen mit ........ 1а— 400] 1— 40,0 | 2=30 | 1—40 
Verhältnis der Lösung. .... | 1:1 | 2:1 3:2. |. 4:1 
"`" "` "SEENEN SI a | 12 т ES 2 


Die durch Verdünnung hergestellten Trübungen verhielten sich 
genau wie die durch Fällung hergestellten. 

Auch sie bestätigten das Gesetz der Proportion zwischen Trübung 
und Konzentration. 
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Zusammenfassung., 


Die Methodik der Nephelometrie wurde zur Bestimmung kleinster 
Ca-Mengen speziell in Hinsicht auf die Blutanalytik ausgebaut. 

Zur Messung diente das Nephelometer nach Kleinmann der Firma 
Schmidt & Haensch. 

Das ursprünglich angewandte Reagens von Lyman erwies sich 
als ungeeignet. Als neues Reagens wurde das Natrium sulfo-ricinicum 
nach Berlioz-Heryng der Firma Merck vorgeschlagen. Als geeignete 
Reagenslösung wurde eine Lösung von 10 eem dieser Substanz in 
112ccm NaOH In und Wasser zu 125 ccm experimentell ermittelt. Mit 
dem neuen Reagens wurden Ca-Trübungen untersucht. Es wurde 
der Einfluß der Zeit, des Fällungsvolumens, fremder Substanzen, der 
Alkalität, der angewandten Reagensmenge und das Verhältnis der 
Trübung zur Konzentration geprüft. 

Es ergab sich als zweckmäßige Arbeitsform ein Bestimmungsraum 
von Ca zwischen einer Konzentration von 0,04 bis 0,4 mg Ca in 25 ccm 
Endvolumen. Bei Anwendung der neuen Mikrovorrichtung (Mikro- 
nephelometrie) genügen 0,01 mg Ca zur Messung. 

Hieraus folgt für die Blutanalyse die Möglichkeit der Ca-Be- 
stimmung іп Leem Blut bei Anwendung der neuen Reagenzgläser 
(Mikronephelometrie) in 0,25 ccm Blut in kürzester Zeit und in ein- 
fachster Form, so daß sie fortlaufende Reihenversuche gestattet.) 

Die Fällung geschieht mit 0,4ccm Reagens. Größere Mengen 
geben mit Wasser Eigentrübung, Reagensmengen unter 0,3 ccm fällen 
nicht mehr quantitativ. 

Die Trübung ist nach ca. 3 Minuten stabil und etwa М, Stunde un- 
verändert haltbar. Standard- und Vergleichslösung sind gleichzeitig an- 
zusetzen. Sie verträgt Zusätze von Aceton bis zu 5 Tropfen, von Ammo- 
niak bis zu 16 Tropfen 5n Lösung und von Ammoniumchlorid bzw. 
NaCl bis zu 6 Tropfen In Lösung. Hieraus folgt die Vorschrift, eine 
Asche іп 3 Tropfen 1 п НСІ zu lösen, mit etwa 5 bis 6 Tropfen 
In NHOH ammoniakalisch zu machen und zu nephelometrieren. 
Das Volumen, іп dem gefällt wird, sei zweckmäßig 5 сост. Volumina über 
12 ccm ändern die Trübung. Zwischen 1 bis 12 ccm hat die Änderung 
des Volumens keinen Einfluß. Alle Verdünnungen sind mit Leitfähig- 
keitswasser auszuführen, da destilliertes Wasser meßbare Ca-Mengen 
enthält. Aus demselben Grunde sind alle zugesetzten Lösungen, gleich 
welcher Konzentration, nur in Volumina von Tropfen zuzufügen, 
und die Stammlösung des Ca, die zum Vergleich als Standardlösung 
dient, ist nach Verwendung von Leitfähigkeitswasser zur Verdünnung 
in paraffinierter Flasche aufzuheben, da der Kalkgehalt von Flüssig- 
keiten durch Löslichkeit des Glases bereits Fehler bedingt. 
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Die Trübungen sind mit großer Genauigkeit reproduzierbar. Hin 
und wieder auftretende grobe Ausfälle sind zu verwerfen, weshalb es 
zweckmäßig ist, mit mehreren Parallelversuchen zu arbeiten, was leicht 
ausführbar ist. Trübung und Konzentration verhalten sich in den unter- 
suchten Grenzen proportional, sowohl bei durch Fällung als durch Ver- 
dünnung hergestellten Reihen. Genau zu beachtende einzelne Arbeits- 
vorschriften sind gegeben. Der durchschnittliche Fehler aller Unter- 
suchungen betrug 0,7, der wahrscheinliche Fehler rund 1,0%. 

Unserer Mitarbeiterin, Frl. Grete Lönsson, die uns bei Durchführung 
der Arbeit sehr wertvolle Hilfe leistete, sei an dieser Stelle nochmals 
unser bester Dank ausgesprochen. 
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Über den kompensatorischen Einfluß des ultravioletten Lichtes 
auf die avitaminösen Störungen am Knochenmarke. 


Von 


Ishido (Koshu Chosen, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Auffassung, daß die in ihrer chemischen Konstitution noch 
unbekannten Vitamine die Assimilation der Nahrung und die Neu- 
bildung von Zellen und damit das Wachstum und alle Prozesse der 
Regeneration fördernd beeinflussen, führt dazu, diese Vitaminwirkung 
zu vergleichen mit ähnlichen Wirkungen chemisch genau definierter 
Substanzen, oder nachzusehen, wie chemisch bekannte Stoffe den 
Mangel an Vitaminen in seiner Wirkung auf den Körper verstärken 
oder abschwächen können. 

Ogata!) hat im hiesigen Laboratorium gefunden, daß durch die Gabe 
von Jod oder Schilddrüsensubstanz die wachstumshemmende Wirkung 
des Vitaminmangels der Nahrung durch die durch jene Substanzen 
gesteigerte Dissimilation in den Zellen verstärkt werden kann. 

Suda?) ist zurzeit in unserem Laboratorium mit Versuchen darüber 
beschäftigt, wie weit die avitaminöse Wachstumshemmung durch 
gleichzeitige kleine Arsengaben paralysiert werden kann. 

Bei allen diesen Versuchen aber handelt es sich um Elemente, 
durch die Wirkungen auf die Materie des Körpers ausgeübt zu werden 
vermögen. 

Eine andere Gruppe von Energien, die auf den Körper Einwirkungen 
erlangen können, haben wir nun in den aus freien negativen Elektronen 
oder den positiv elektrischen Atomkernresten bestehenden Strahlen 
(Kathodenstrahlen und ß-Strahlen, bzw. Kanalstrahlen und «-Strahlen), 
wie in den Ätherschwingungen der Röntgenstrahlen, der y-Strahlen 
und endlich der Lichtstrahlen. 


1) Diese Zeitschr. 182. 
3) Nach dem Manuskript. Erscheint in dieser Zeitschrift. 
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Unter den Lichtstrahlen nehmen die ultravioletten Strahlen, wie 
sie das Sonnenlicht spendet, oder wie wir sie in konzentrierter Form 
z. B. mit der Hanauer Quarzlampe erhalten können, eine besondere 
Stelle in der biologischen und medizinischen Forschung ein. 

In letztem Betracht kann die biologische Wirkung dieser Äther- 
wellen nur so erklärt werden, daß die Ätherwellen beim Durchdringen 
der Materie durch die inter- und intraatomären Räume Erschütte- 
rungen in den Elektronenverbänden und Umlagerungen in ihnen 
hervorrufen, also chemische Veränderungen machen. Diese chemischen 
Veränderungen sind in den sogenannten chemischen Lichtwirkungen 
bekannt. 

Wenn nun die ultravioletten Strahlen dem lebenden Körper gegen- 
über nur eine sehr geringe Penetratrionskraft ausüben, d. h. wenn 
die Ätherwelle schon in der Haut aufhört, gewissermaßen stecken 
bleibt, dann wird sie zunächst in der Haut oder in den oberflächlichsten 
Blutkapillaren sich in chemische Energien umwandeln, sie wird also 
hier aus dem Gewebsmaterial gewisse neue chemische Stoffe bilden. 
Die Folge dieser Umsetzungen werden wir in den sekundären Ver- 
änderungen des Integuments beobachten, vielleicht auch in vaso- 
motorischen Wirkungen durch eine direkte chemische Wirkung auf cie 
Gefäßnerven. 

Mit Recht bezeichnet Neuberg gerade das Blut der Hautkapillaren 
als den Lichtakzeptor par excellence. 

Es ist nun durchaus logisch, anzunehmen, daß die in der Haut 
oder in den die Haut durchziehenden Blutkapillaren durch die Äther- 
schwingungen der ultravioletten Strahlen erzeugten chemischen Um- 
setzungen Produkte liefern, die auch von dem Blute in andere Organe 
des Körpers verschleppt werden können. Oder will man diesen Ge- 
danken allgemeiner ausdrücken, ohne etwas zu präjudizieren, so kann 
man sagen, daß die in den alleroberflächlichsten Hautschichten sich 
erschöpfenden ultravioletten Strahlen sich hier in andere Energien 
umwandeln müssen, die von dem Blutstrom zu anderen Körperorganen 
fortgeführt zu werden vermögen. Wie weit daneben noch die durch 
die Bestrahlung hervorgerufene Körpertemperaturerhöhung und die 
Einatmung der ozonisierten Luft eine Rolle spielen durch mittelbare 
cder unmittelbare Beeinflussung, bleibe dahingestellt. 

Nach alledem können jedenfalls in inneren Organen, zu denen die 
ultravioletten Strahlen nicht hindringen, auch morphologische und 
mit dem Mikroskop nachweisbare Veränderungen erzeugt werden. 

Eine solche indirekte Wirkung ultravioletter Strahlen ist wohl 
zuerst von Bickel und Tasawa!) im Jahre 1911 am Knochenmark von 


1) Charité Annalen, XXXVII. Jahrgang. 
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Kaninchen beschrieben worden. Sie stellten еше Vermehrung von 
Megakariocyten im Knochenmark bestrahlter Tiere fest im Vergleich 
zu den entsprechenden Zellen im Knochenmark unbestrahlter Kontroll- 
tiere. Später sind analoge Beobachtungen an anderen Organen be- 
schrieben worden; und die günstige therapeutische Beeinflussung der 
Rachitis durch das ultraviolette Licht, wie die prophylaktische 
Wirkung des Sonnenlichtes auf den Ausbruch der Rachitis kann nur 
so erklärt werden. Denn wie soll anders durch eine selbst kurzfristige, 
tägliche, aber regelmäßig wiederholte Bestrahlung mit Tageslicht im 
Freien, eine Bestrahlung, die doch nur einen ganz kleinen Körper- 
abschnitt, nämlich die Gesichtshaut betrifft, ein solch intensiver 
Einfluß auf die kalkbindende Funktion der Zellen bei dem Knochen- 
wachstum herbeigeführt werden? Wie sollen anders die Stoffwechsel- 
veränderungen, die z. В. zu einer Einschränkung des Eiweißumsatzes 
bei der Lichtbestrahlung führen, erklärt werden, wenn man nicht 
annehmen will, daß die auf das Integument einwirkende Strahlung 
in modifizierter Energieform allen Zellen des Körpers mitgeteilt wird ? 

Je nach der Dosierung wird nun auch das ultraviolette Licht durch 
die oder in der modifizierten Energie erregend oder lähmend wirken 
können. Die erregende Wirkung werden wir unter anderem auch im 
Zellenwachstum oder in Zellneubildungen suchen müssen, die lähmende 
Wirkung in einer Hemmung des Wachstums oder in einem Schwund 
von Zellen. Daß diese Auffassung richtig ist, geht aus dem wachstums- 
hemmenden Einfluß hervor, den ultraviolettes Licht in starker Do- 
sierung auf keimende Pflanzensamen hat. Der erregende Einfluß 
zeigt sich in der Hauthyperämie, in der leichten Dermatitis bei schwacher 
Bestrahlung, der lähmende wieder in der Ulzeration und Nekrose bei 
intensiver Bestrahlung. 

Zu den erregenden Einflüssen gehört auch zweifellos die Steigerung 
der kalkbindenden Funktion der Zellen beim Knochenwachstum, auch die 
von Bickel und Tasawa beschriebene Zellvermehrung im Knochenmark. 

Wenn nun Vitaminmangel ganz allgemein die Assimilation und die 
Zellneubildung herabsetzt und das Oxydationsvermögen der Zellen ver- 
mindert, wie wir mit Bickel!) als sicher annehmen dürfen, dann würden 
wir erwarten können, daß auch das Knochenmark vitaminfrei ernährter 
Tiere entsprechende Veränderungen zeigen wird. Eine Herabsetzung 
der Zellproduktion müßte zu einer Zellarmut des Markes führen. Vor 
allem müßten die Erythroblasten, dann vielleicht auch die Lympho- 
cyten vermindert sein, ebenso die Myelocyten. Wenn ferner der Grund- 
umsatz bei der Avitaminose herabgesetzt, der Sauerstoffverbrauch 
vermindert ist, dann wird es sehr leicht zur Fettablagerung kommen, 


1) Klin. Wochenschr. 1922. 
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und es steht zu erwarten, daß das Knochenmark avitaminöser Tiere 
Fettmark ist. Veränderungen dieser oder ähnlicher Art sind bei der 
Avitaminose, z. В. bei der Beriberi, bereits beschrieben worden. 

Wir haben nun gesehen, daß die Bestrahlung mit ultraviolettem 
Licht in geeigneten Reizdosen Veränderungen hervorruft, die zu den 
hier geschilderten avitaminösen Störungen umgekehrt sind. So liegt 
die Vermutung nahe, daß bei einem vitaminfrei ernährten und gleich- 
zeitig mit ultraviolettem Licht bestrahlten Tiere die Veränderungen, 
die der Vitaminmangel im Knochenmark erzeugen will, im statu 
nascendi durch die modifizierte Lichtenergie paralysiert werden, so daß 
also das Knochenmark eines solchen Tieres eine Beschaffenheit haben 
müßte, die sich der Norm stark nähert. Es müßte vor allem das Knochen- 
mark zellreich und fettarm sein. 

Da aber weiterhin der Vitaminmangel doch die Assimilation aller 
Körperzellen schließlich stark schädigt, und da, wie neuere Unter- 
suchungen von Collazo aus dem hiesigen Laboratorium zeigen, durch 
eine Dysfunktion der Zellen bei der Avitaminose wahrscheinlich auch 
toxische intermediäre Stoffwechselprodukte gebildet werden, und da man 
nicht annehmen kann, daß die Lichtenergie einen vollwertigen Ausgleich 
aller dieser Störungen bringt, da im Gegenteil eine zu lang wiederholte 
Bestrahlung auch schließlich an sich schon tödlich wirkt, so werden 
sich auch die das Leben schädigenden Wirkungen von Avitaminosis 
und Bestrahlung addieren, und es wird das Leben der bestrahlten avita- 
minösen Tiere verkürzt werden müssen. 

Mit anderen Worten: wir werden bei den bestrahlten avitaminösen 
Tieren nur einen partiellen Ausgleich der avitaminösen Störungen 
durch die Strahlenwirkung erwarten dürfen, und wir werden damit 
rechnen müssen, daß schließlich bei diesen Versuchen das mit der 
Fortdauer des Lebens verträgliche Maß bei der Bestrahlung über- 
schritten wird. Dann können die Tiere zwar sterben, aber an einzelnen 
Organen, wie z. В. am Knochenmark, können doch noch die Nach- 
wirkungen der Kompensationserscheinungen nachweisbar sein. 

Die Richtigkeit aller dieser Deduktionen wird nun durch folgende 
Versuche bewiesen, die ich auf Veranlassung von Herrn Professor Bickel 
anstellte, soweit sie durch die anatomische Untersuchung überhaupt 
beweisbar sind. Jedenfalls lassen sich die anatomischen Knochenmarks- 
bilder, die ich von Normaltieren, von bestrahlten Normaltieren, von 
avitaminösen Tieren und von bestrahlten avitaminösen Tieren erhielt, 
in diesem Sinne befriedigend erklären. 

Ich habe meine Versuche an heranwachsenden Tieren angestellt, 
weil ich glaubte, daß hier das Knochenmark vielleicht reaktionsfähiger 
sei als bei erwachsenen Tieren, und weil ja die avitaminöse Störung 
sich vor allem auch in der Wachstumsbehinderung ausdrückt. 
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Versuchsprotokolle. 


Beginn des Versuches am 29. März 1922. 

15 junge Ratten (etwa 6 Wochen alt): neun Ratten, vitaminfreie 
Ernährung mit Salzgemisch, davon fünf bestrahlt, vier unbestrahlt. 
Sechs Ratten, Normalnahrung mit Salz gemischt, davon drei bestrahlt, 
drei unbestrahlt. 

Vitaminfreie Ernährung: polierter Reis. 

Normalnahrung: Küchenabfälle. 

Ultraviolettes Licht (Hanauer Quarzlampe von 800 Kerzen) 40 ст 
Distanz bei der Bestrahlung und Dauer von 3 bis 5 bis 10 Minuten. Nach 
dem Tode oder dem Töten der Ratten wird an Femur und Tibia Knochen 
und Knochenmark untersucht. 


I. Gruppe. Normal gefütterte, unbestrahlte Ratten. 


1. Am 9. Mai gestorbene Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dick, lang, 
Knochenmark gelblich-rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dick. Knochenmark retikuläres 
Gewebe deutlich, darin sieht man Zellengruppen (Markzellen, Erythro- 
eyten, usw.). Zellenordnung regelmäßig, wenig Fettgewebe, keine Hyper- 
ämie. 

2. Am 14. Mai gestorbene Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dick, mäßig 
lang. Knochenmark grau-rötlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen ziemlich dick. Knochenmark 
retikuläres Gewebe deutlich. Markzellen, Erythrocyten und Lymphocyten- 
anordnung regelmäßig, keine Verdichtung. Wenig Fettgewebe, keine 
Hyperämie. 

3. Am 18. Mai getötete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dick, lang. 
Knochenmark gelblich-rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochenmark retikuläres Gewebe deutlich, 
dazwischen Markzellen, Erythroblasten, Erythrocyten, Lymphocyten. 
Wenig Fettgewebe, keine Hyperämie. 


II. Gruppe. Normal gefütterte, bestrahlte Ratten. 

l. Am 3. Mai gestorbene Ratte (36 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Oberschenkel dickwandig, lang. Knochen- 
mark etwas rötlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen wie in der 1. Gruppe. Knochen- 
mark wenig Erythrocyten, ziemlich reichlich Erythroblasten, Myelocyten 
und Lymphocyten regelmäßig angeordnet. Retikuläres Gewebe deutlich. 
Wenig Fettgewebe, keine Hyperämie. 

2. Am 4. Mai gestorbene Ratte (37 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Oberschenkel diekwandig, nicht so lang. 
Knochenmark gelblich-rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen wie oben (1.). Knochenmark 
retikuläres Gewebe deutlich, Erythrocyten wenig, Erythroblasten reichlich. 
Myelocyten mäßig, Lymphocyten wenig. Zellenanordnung regelmäßig. 
Wenig Fettgewebe, keine Hyperämie. 
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(Photographien von Knochenmarkschnitten, die das Auftreten von Fett- 
gewebe und das Ausbleiben dieses Phänomens infolge der Bestrahlung 
mit ultraviolettem Licht bei der Avitaminose dartun.) 


(Leitz, Objekt 3. Okular 2. Vergrößerung : 60 mal.) 





Abb. 1. Normal ernährte Ratte. Unbestrahlt. 
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Abb. 2. Normal ernährte Ratte. Bestrahlt. 
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Starke Fettmarkbildung. 


Unbestrahlt. 


Abb.3. Vitaminfrei ernährte Ratte. 





Das Fettmark fehlt. 


Vitaminfrei ernährte Ratte. Bestrahlt. 


Abb. 4. 
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3. Am 8. Mai getötete Ratte (5l Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Oberschenkel dickwandig. Knochenmark 
rötlich-grau. 

Mikroskopischer Befund: Knochen ohne Besonderheit. Knochenmark 
zellreich, Myelocyten dicht aneinander gedrückt, reichlich. Retikuläres 
Gewebe kaum sichtbar. ZErythroblasten reichlich. Stellenweise Blut- 
gefäßkapillaren hyperämisch. Kein Fettgewebe, ziemlich viel Riesenzellen. 


III. Gruppe. Vitaminfrei ernährte, unbestrahlte Ratten (4.). 

1. Am 18. Мы getötete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dünnwandig, 
kürzer als die der І. und П. Gruppe. Knochenmark grau-rötlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn. Knochenmark: Fettmark, 
deutliches Fettgewebe. Starke Hyperämie, reich an Riesenzellen. Муеіо- 
cyten relativ wenig. 

2. Am 18. Mai getötete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dünner und 
kürzer als in Gruppe I. und II. Knochenmark grau-rötlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn. Knochenmark Fettgewebe 
‚deutlich, Myelocyten mäßiger Zahl, Riesenzellen mäßig, Hyperämie. 

3. Am 18. Mai getötete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, dünn 
und kurz, fast so wie in Gruppe IV. Knochenmark etwas rötlich, blasser 
als in Gruppe IV. 

Mikroskopischer Befund: SE dünn, ohne Besonderheit. Knochen- 
mark deutliches Fettgewebe, Hyperämite. 

4. Am 18. Mai getötete Ratte. 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen dünn und kurz. 
Knochenmark ziemlich rötlich. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn. Knochenmark: Fettmark 
(deutliches Fetigewebe), Hyperämie. Ziemlich reich an Riesenzellen. Wenig 
Erythroblasten. 


IV. Gruppe. Vitaminfrei ernährte, bestrahlte Ratten (5.). 

1. Am 10. Mai gestorbene Ratte (43 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, dünn- 
wandig und kurz, wie in Gruppe III. Knochenmark rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn. Knochenmark: fast kein 
Fettgewebe. Myelocyten relativ wenig, Erythroblasten viel. Starke 
Hyperämie (hochgradiger als in Gruppe III). Viele Riesenzellen. 

2. Am 17. Mai gestorbene Ratte (47 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal und 
dünnwandig, kurz. Knochenmark rötlich-braun. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn. Knochenmark kein Fett- 
gewebe. Myelocyten relativ weniger an Zahl. Erythroblasten viel. Riesen- 
zellen mäßig viel. Hochgradige Hyperämie. Kleine Blutung. 

3. Am 15. Mai gestorbene Ratte (48 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, dünn- 
wandig, kurz. Knochenmark: dunkelrot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn. Knochenmark kein Feit- 
gewebe.. Hochgradige Hyperämie. Kleine Blutung. Mäßige Zahl von 
Riesenzellen und Myelocyten. 


192 Ishido: Kompensatorischer Einfluß des ultravioletten Lichtes usw. 


4. Am 16. Mai gestorbene Ratte (49 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibisknochen schmal, dünn- 
wandig und kurz. Knochenmark dunkelrot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn.. Knochenmark wenig Fett- 
gewebe, wie in Gruppe П. Myelocyten mäßiger Zahl. Viel Riesenzellen. 
Starke Hyperämie. 

5. Am 17. Mai gestorbene Ratte (50 Tage bestrahlt). 

Makroskopischer Befund: Femur- und Tibiaknochen schmal, dünn- 
wandig, kurz, wie in Gruppe III. Knochenmark rot. 

Mikroskopischer Befund: Knochen dünn. Knochenmark wenig Fett- 
gewebe, wie in Gruppe П. Myelocyten relativ wenig. Viel Erythroblasten 
und Lymphocyten. Reichlich Riesenzellen. Hochgradige Hyperämie. 


Zur Chemie und Wirkungsweise der grauen Salbe. 


Von 


Hellmut Мепвеће!. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut in Göttingen.) 
(Eingegangen am 14. Februar 1923.) 


1. 

Manche Dermatologen!) vertreten die Auffassung, daß bei der 
Schmierkur das Quecksilber der grauen Salbe ganz vorwiegend durch 
Einatmung in den Körper gelangt und die daneben durch die Haut 
eindringende Menge nur wenig in Betracht kommt. Diese Auffassung 
stützt sich vor allem auf die Untersuchungen von Weander?), die eine 
Periode sehr lebhafter Erörterung der Frage veranlaßt haben, wie 
groß der gegenseitige Anteil der beiden Resorptionsorgane Haut und 
Lungen ist?). 


Dabei kehrt nicht selten die Vorstellung wieder, daß auch der durch 
die Haut eindringende Anteil des Quecksilbers in ‚Dampfform‘ auf- 
genommen werde, gewissermaßen durch die Schichten der Haut in den 
Körper hineindunste. Es ist natürlich eine unkorrekte und sehr mißver- 
ständliche Ausdrucksweise, wenn man für den Zustand des Quecksilbers 
nach Übertritt aus dem Gasraume in festflüssige Materie, sei es die Haut 
oder die Wand der Lungenalveolen, noch weiter den Ausdruck ‚Dampf‘ 
an Stelle von ‚‚gelöster Substanz“ braucht. Das in metallischer Form 
mit Chloridlösungen und gar zugleich mit Eiweiß in Berührung kommende 
Quecksilber wandelt sich überdies außerordentlich rasch um und wird als 
gewöhnliches Salz oder ‚komplex‘ gebunden), d.h. man hat praktisch 
nur mit Quecksilberionen und Ionenbildnern zu rechnen. 

Diese Richtigstellung ändert jedoch nichts daran, daß Quecksilber- 
dampf sowohl von der Lunge wie von der Haut mit solcher Geschwindigkeit 
aufgenommen werden kann, daß diese Art der Zufuhr therapeutisch und 


1) Z. В. Jean Schäfjer, Therapie der Haut- und venerischen Krank- 
heiten, IV. Aufl., S. 402. Berlin-Wien 1919. 

2) Vgl. Arch. f. Dermatol. u. Syph. 25, 39; 40, 257; 46, 39; 54, 59; 
№2, 163; 1893— 1906. Ferner Merget, Mercure: Action physiologique, toxique 
et thérapeutique. Bordeaux, Paris 1894. 

3) Z. В. Jordan, Arch. f. Dermatol. u. Syph. 51, 355; Schuster, eben- 


daselbst, S. 389; Ahman, ebendaselbst 54, 285; Juliusberg, ebendaselbst. 
56, 65; Bürgi, ebendaselbst 79, 3305; 1900 — 1906. 

4) Karl Уой. Phyvsiologisch-chemische Untersuchungen, Н. 1. Augs- 
burg 1857. 
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selbst toxisch werden kann!). Wieweit das der Fall ist, hängt natürlich 
sehr erheblich davon ab, wie lange und wie konzentriert Quecksilberdampf 
den Körper umspült oder der Atemluft beigemischt wird. Kurz dauernde 
Inhalation konzentrierterer Quecksilberdämpfe ist übrigens wenig wirksanı, 
wie neuerdings Cole, Gericke und Sollmann?) wiederum festgestellt haben. 


Bei Applikation der grauen Salbe auf der Haut kommt außer 
dem daraus abdunstenden Quecksilberdampf natürlich auch die durch 
unmittelbare Diffusion aus der Salbe durch die Epidermis in die Körper- 
flüssigkeit wandernde Quecksilbermenge in Betracht; gleichzeitig damit 
geht der schon oben erwähnte Prozeß der Umwandlung des Metalls 
in Ionen vor sich. Im allgemeinen denkt man sich den Hauptanteil 
dieses Prozesses lokalisiert in den Ausführungsgängen der Talgdrüsen, 
also auf der Hautoberfläche und zeitlich nach Einreibung der Salbe 
beginnend. Merkwürdigerweise wird aber die längst bekannte Tat- 
sache vielfach gar nicht berücksichtigt, daß bereits in der grauen Salbe 
selbst, während sie ruhig im Schranke steht, eine Umwandlung von 
Metall in Ionen, nämlich in fettsaures Oxydulsalz erfolgt. Es kann 
aber für die Frage, wie sich Haut- und Lungenresorption gegeneinander 
verteilen, kaum gleichgültig sein, in welchem Umfang der Prozeß der 
Umwandlung von Metall in Ionen, der Zeit braucht, schon vor Beginn 
des Diffusionsprozesses erledigt ist. 


So argumentiert z. В. Welander?) gegen Versuche von Schuster?), die 
mit „‚Mercurseifensalbe‘‘ angestellt waren, unter Benutzung von ,‚‚grauer 
Salbe‘ unbestimmten Alters bei der Nachprüfung. Juliusberg?) benutzt 
graue Salbe, deren Grundlage Resorbin ist, ohne zu bedenken, daß die 
darin enthaltenen Komponenten Wachs, Seife und Gelatine durchaus 
nicht in gleichem Maße Veränderungen des Quecksilbermetalls herbei- 
führen dürften, wie die gewöhnlichen Bestandteile Schweineschmalz, 
Hammeltelg und Wollfett. Über das Alter der verwendeten grauen Salbe 
findet man kaum je eine Angabe in den zahlreichen Arbeiten, die zu der 
Frage der Hautresorption im Verhältnis zur Lungenresorption experimentell 
Stellung genommen haben. Auch die neuere Mitteilung von Süssmann 
fällt darunter (vgl. dazu unten 8. 199). 

Dabei ist es bereits seit dem Jahre 1832 bekannt, welche Bedeutung 
das Alter der Salbe in dieser Hinsicht hat: Oberlin <) behandelte graue Salbe mit | 
Äther, wog das ungelöst zurückbleibende Quecksilber und leitete Schwefel- 
wasserstoff durch den Ätherextrakt; so fand er schon in frischer Salbe eine 
geringe, in einer l6jährigen aber fast vollständige Umwandlung des Metalls 
in Seife. Wings) ermittelte in frischer, nach der offizinellen Vorschrift 
maschinell bereiteter Salbe 0,07°, Oxydul, in 5 Monate alter ebensolcher 
Salbe 0,14%. 


1) Kirchgässer, Virchows Arch. 82, 145; Friedrich Müller, Mitteilungen 
aus der Medizinischen Klinik zu Würzburg 2, 355, 1886; Blaschko, Berl. 
klin. Wochenschr. 1899; Welander, 1. с. 40, 54; Jordan, Le 

2) Arch. of Dermatol. and Syph. 5, 18, 1922. 

3) А. а, О. 51, 54, 56. 
t) Buchners Repertorium für die Pharmazie 41, 355. 
э) Vierteljahrsschr. f. Dermatol. u. Syph. 8, 589, 1881. 
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Wieweit die bisher verwendeten Methoden quantitativ sehr zu- 
verlässig sind, ist vielleicht fraglich. Besonders bei Gegenwart kleiner 
Mengen Quecksilber in großen Mengen Fett ist die Bestimmung nicht 
leicht. Erst durch eine von Hüsgen!) ausgearbeitete Methode ist das 
Problem gelöst, auch unter solchen Bedingungen absolut verläßliche 
Zahlen zu erhalten. Es schien daher angezeigt, diese Methode auf 
Proben grauer Salbe verschiedenen Alters anzuwenden, um genaueren 
Aufschluß über das Ausmaß der Bildung von Quecksilberseife in der 
Salbe zu gewinnen. 


п. 


Abgewogene Proben der Salbe wurden unter der 15- bis 25fachen Menge 
Äther zerrieben, bis das gesamte Fett in Lösung gegangen war, darauf 
zentrifugiert, bis sich eine klare, gewöhnlich hellgelbe Lösung sauber von 
dem Metall abgießen ließ, das noch zweimal mit Äther nachgewaschen 
wurde. Der Rückstand blieb zuweilen ein feinster grauer Schlamm, floß 
aber in anderen Fällen zu einem großen, blank glänzenden Tropfen zu- 
sammen. Die ätherische Lösung zeigte Tyndallphänomen, doch verhielten 
sich gleichkonzentrierte Lösungen von reinem Schweineschmalz oder 
Lanolin genau so; das Phänomen ist übrigens bei Lanolin deutlich stärker 
als bei Schweineschmalz. Die Lösung wurde durch Glaswolle in den Kolben 
eines Hüsgen-Apparats filtriert, aus dem der Äther abdestilliertt wurde; 
der Rückstand, klares, helles Fett, wurde nach Hüsgen verascht, was (bei 
4 bis 6 g) 3 bis 34, Stunden in Anspruch nahm. Die Elektrolyse der Aachen. 
lösung erfolgte wegen der oft größeren Quecksilbermengen mit schwereren 
Kathoden, als sie Hüsgen benutzt hatte; sie wurden aus Goldblech ge- 
schnitten und wogen 0,2 bis 0,5g. Die Vollständigkeit der Quecksilber- 
abscheidung wurde stets durch erneute mehrstündige Elektrolyse kon- 
trolliert, sie war (bei 3 bis 4 Volt) zuweilen erst nach 72 Stunden erreicht. 
Das Waschen der Elektrode geschah mit vorgewärmtem, mehrfach ge- 
wechseltem Wasser ohne Unterbrechung der Stromleitung. Auch bei der 
Destillation mußten die Glaskapillaren vielfach länger und weiter gewählt 
werden als in Hüsgens Versuchen, um die unerwartet großen Quecksilber- 
mengen gut auffangen zu können. Gewogen wurde das destillierte Queck- 
silber stets auf einer Kuhlmannschen Mikrowage auf 0,01 mg genau, die 
Elektroden oft nur auf einer gewöhnlichen analytischen Wage, also mit 
zehnmal geringerer Genauigkeit. 


Die erhaltenen Analysenzahlen finden sich in Tabelle I zusammen- 
gestellt, während Tabelle II eine kurze Übersicht in einheitlicher Be- 
rechnung gibt. Die Zahlen lehren eindeutig, daß „graue Salbe“ und 
„graue Salbe“ etwas sehr Verschiedenes sein kann, und zwar abhängig 
von ihrem Alter, wie bereits Oberlin ermittelt hatte. Die Salbe, die 
in unserer Apotheke bei gewöhnlichen Verordnungen abgegeben wurde, 
enthielt zur Zeit unserer Untersuchung 2% ihres Quecksilbers in Form 
von Seife. Auch die Globuli mit 16% wären bei Nachfrage zweifellos 
abgegeben worden. Um 19, des Quecksilbers in Seife überzuführen., 


1) Diese Zeitschr. 112, 1, 1920. 
13 * 
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Tabelle Г. 
о Коо | . og 
Es IES сас SIS 
- 23 | Ausschen Se? 5855 25. 
Nr Art und Alter grauer Silbe | <È Е дез EEN ЕЕ 357 
| ЕЕ НЕКЕ 
ag Salbe | OS М eg mg 
| 
1 ые der Apotheke n nach. Vor. | 10,0 klar, fast I | 0,2 | 0,03 
‚schrift des Arzneibuches frisch ` wasser- | 
| bereitet | hell | 
2| Ebenso 100 wasser- I! 167: 08 
‚ hell II | ? 0,59 
ı2 Monate vor der Analyse ш, 10,0 | klar, ganz I 15,51 14,14 
SE Apotheke vorschriftsmäßig schwach п | 148 0,88 
bereitet | gelblich 
48 | Aus dem gewöhnlichen Vər- 10,0 | klar, I 542 ` 52,27 
eh der Apotheke, уоп! bräunlich. II 163 17,57 
dieser fertig bezogen, unbe- ІП 1,0 0,91 
Т stimmten Alters | | 
we | Dieselbe 10,0 ebenso I 70,00 69,66 
| Пп 0,00 — 
Globulus“ z. Е:пге1һеп, fabrik- | Б klar, I 124,1 | 118,91 
dE bereitet, von Apotheke ' etwas П 66,6 6965 
|fertig bezogen, "mindestens drei ' gelblich ПІ | 452 43,65 
ahre alt ` | Ту 1 Lä 12 
Д Ein gleicher derselben Liefe-! 5 ebenso I | 28,1 | 1928 
rung | II 98,9, 95,20 
| ПІ | ? 12249 
\ IV 02 0.00 
тае и. 
| ‚ Vom 
| Alter und Herstellung der Salbe | „° Чү Рев" 
0 
I "in Göttinger Apotheke angefertigt, frisch. . | 0—0,01 | bis 0,03 
II | Ebenso, nach zwei Monaten ........ | 0, 15 0,5 
III || Fabrikmäßig hergestellt, Alter unbekannt . | 0.70 23 
IV || Fabrikmäßig hergestellte Globuli, mindestens . | 
drei Jahre alt, 4,70 | 15.7 


genügen nach vorschriftsmäßiger Zubereitung der Salbe 2 Monate, 
eine Zeit also, die in praxi häufig genug zwischen Herstellung und 
Verbrauch liegen wird, besonders wenn man bedenkt, daß eine Schmier- 
kur an sich mehrere Wochen erfordert. 


1. 

Es ist a рпогі nicht zweifelhaft, daß Quecksilberseife die Haut 
leicht durchdringt und überdies durch die Versuche v. Bärensprungs!) 
und Overbecks?) belegt. Trotzdem unternahm ich noch eine Nach- 
prüfung am Tiere, die in bejahendem Sinne ausfiel. 


1) Ann. d. Charit6-Krankenh. 7, 87, 120, 1856. 
2) Mercur u. Syph., S. 64 f.. Berlin 1861. 


Graue Salbe. 197 


Das Fett von fünf Globulis Unguenti Hydrargyri сіпегеі der analy- 
sierten Lieferung wurde in 800 com Äther gelöst, der metallische Rückstand 
durch Zentrifugieren abgetrennt und mit Äther nachgewaschen; man 
erhielt eine hellgelbe, nur wenig opaleszierende Flüssigkeit und nach dem 
Abdestillieren des Äthers 19g klares, hellgelbes Fett, nach dem Erstarren 
eine hellgelbe, geruchlose, wachsähnliche Masse. (Salbe A.). 

Für den Kontrollversuch wurden entsprechend der Vorschrift des 
deutschen Arzneibuches 1 g Erdnußöl, 5 в Wollfett, 40 g Schweineschmalz 
und 24g Hammeltalg zusammengeschmolzen (Salbe B). 


Zwecks Einreibung dieser Salben wurden zwei Meerschweinchen 
im Nacken in Handtellergröße enthaart. Das Einreiben der Salbe 
erfolgte jedesmal mindestens Y, Stunde lang hoch im Nacken kreis- 
förmig mit dem Finger. l | 


Schmierkur mit Salbe А. 

Meerschweinchen, Gewicht 570g, б, wurde täglich vom 2. bis 
22. August mit 0,5g quecksilberhaltiger Salbe eingerieben (also ins- 
gesamt 10 g mit etwa 0,62 р Hg). Das Tier fraß bis zum Tage vor dem 
Exitus gut. Allgemeinbefinden nicht gestört. Keine Gewichtsabnahme. 
Am 23. August hockt das Tier beim Einreiben in abnormer Stellung. 
Bauch auf der Unterlage, Beine schlaff nach hinten. Unmittelbar 
nach dem Einreiben beschleunigte Atmung. Tremor in den Vorder- 
und Hinterbeinen. Klonische Zuckungen des Nackens und der Beine. 
Tier fällt zur Seite. Atmung steht fast still. Trachealrasseln. Nach 
1, Stunde aufgesetzt. Am Abend schlechtes Allgemeinbefinden. Tier 
bewegungslos, Trachealrasseln. In der Nacht vom 23./24. August 
exitus letalis. 

Sektion. 

Starke Hyperämie im Verlauf des ganzen Ileum. Reichlich Kot- 
massen im Coecum. Keine Geschwürsbildung. Hyperämie in den 
abhängigen Partien der Lungen. 

Mikroskopischer Befund: An verschiedenen Stellen Rundzellen- 
anhäufung um die Bronchien. Hyperämie in den Lungenkapillaren. 
Hyperämie der Gefäße des Ileums. | 


Veraschung der Organe. 

Die Organe des Meerschweinchens wurden im Hüsgenschen Apparat. 

wie oben verascht und auf Quecksilber analysiert. Die Resultate sind 
auf Tabelle III zusammengestellt. 


Tabelle III. Meerschweinchen A, Hg der Organe. 





Organ u IFrischgewicht | Gewicht des destillierten Quecksilbere 
Leber... .. 3 | 1,21 
Gehirn .... 5 | 0,27 
Lungen ..... 9 ınißglückt, doch deutlicher 
Beide Nieren . 61, | Hg-Beschlag nachgew. 
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Tabelle IV gibt die Werte in Prozenten wieder, zugleich in Parallek 
zu den Zahlen einiger früherer Autoren, die ich der Arbeit von Hüsgen 
entnehme. Bei der Beurteilung dieser Zahlen ist allerdings zu berück- 
sichtigen, daß alle älteren Befunde vielleicht einer Revision bedürfen. 
weil noch niemals Analysen ausgeführt wurden, die so verlustlos waren 
wie mit der Methode von Hüsgen: besonders gilt dies für das Gehirn. 
Dennoch darf man aus meinen Analysenzahlen den Schluß ziehen. 
daß die in den Organen des Tieres aufgenommene Quecksilbermenge 
mindestens so groß ist wie bei anderen Applikationsmethoden und 
völlig ausreicht, um den Tod des Tieres zu erklären. 























Tabelle IV. 

Analysen von Organen nach Hg-Zufuhr (mg-% Hg im frischen Organ). 
E `" Menschel. | Lomholt, | Christiansen. | Ludwig u. Zi 

Ordan Meerschweinchen, | Kaninchen, | Mensch, | SE а сезет 

rga . Einreibung mit Hg salicyl. Einreibungskur mit ; Er 
| Hg-Seite | intremuskular | grauer Salbe pe 

u Së = gi Ze Ee ee Ыса = E eege = in Ze 
Leber... . | 5,2 | 12 ‹ 03—32 12—22 
Gehirn .. ` 5,4 0,8 ' 01—02 Бриг 
Lunge Per | байы 0,2 0,1—0,6 == 
Niere | ES 5,0 1,6— 7,0 5,6—13.4 


Eine Einatmung von Quecksilber kommt: natürlich nicht in Frage. 
da es in Seifenform eine viel zu geringe Flüchtigkeit besitzt?). Auch eine 
Aufnahme рег os war bei der gewählten Körperstelle und bei dem bekannten 
gedrungenen Bau der Meerschweinchen ausgeschlossen. 


Parallelversuch mit Salbe В. 


Meerschweinchen, р, Gewicht 370 g, erhält vom 10. bis 27. August 
täglich № g quecksilberfreier Salbe auf der enthaarten Stelle im Nacken 
eingerieben. Körpergewicht konstant. Wohlbefinden. Am Schluß 
der Schmierkur Tier unverändert. 


IV, 

Die fabrikmäßig dargestellte graue Salbe, die von der Apotheke 
verkauft wird, hat also einen wechselnden Gehalt an resorbierbarer 
Quecksilberseife, der mit dem Alter der Salbe ständig zunimmt. Er 
entzieht sich naturgemäß der Kenntnis des Arztes und kann den Erfolg 
der Kur wesentlich beeinflussen. Die primär vorhandene Quecksilber- 
seife in der grauen Salbe ist gewiß neben oder besser vor der sekundär 
auf der Haut gebildeten, sowie neben der Einatmung des Quecksilbers 
durch die Lungen bedeutungsvoll. 


1) Die scheinbar ontgegengesetzten Befunde von Fleischer erscheinen 
nicht glaubhaft: ‚Untersuchungen über das Resorptionsvermögen der 
menschlichen Haut“, Habilitationsschrift, В. 73—74, Erlangen 1877; vgl. 
auch Wings, а. в. O., В. 591. 
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Rechnet man z. B., daß bei einer ordentlichen Schmierkur jedesmal 
etwa 2g Salbe wirklich in die Haut eingerieben werden, so würde das bei 
frisch bereiteter Salbe keine merklichen Mengen Quecksilberseife bedeuten, 
bei der in Göttingen zum Verkauf in der Apotheke bereit liegenden Salbe 
jedoch 0,014g Hg als Seife, d.h. also in unmittelbar resorbierbarer und 
wirksamer Form. Diese Menge entspricht durchaus der Größenordnung, 
wie sie bei Injektionskuren je Tag in Betracht kommt. 


Falls in den wissenschaftlichen Arbeiten der Kliniken etwa ge- 
wöhnlich mit frisch bereiteter Salbe gearbeitet wurde, in der thera- 
peutischen Praxis aber Fabrikware, meist älteren Datums, überwiegt, 
so muß notwendigerweise eine irrtümliche Auffassung über das, was 
geschieht, Platz greifen. Auf Grund meiner Befunde muß ich jedenfalls 
die Meinung vertreten, daß im allgemeinen der Anteil der Haut an 
der Gesamtresorption sehr erheblich ist. 


Durchaus unbegründet scheint mir die Berechnung zu sein, die Süss- 
mann!) kürzlich aus seinen Versuchen ableitete und die ihn zu dem Schluß 
führte, daß bei der Schmierkur etwa ein Viertel bis ein Halb der Ge- 
sanıtresorption auf die Haut komme. Süssmann rieb unter strenger Aus- 
schaltung der Einatmung von Quecksilber zwei Katzen mit ‚‚offizineller 
grauer Salbe‘ ein und untersuchte die Ausscheidungen und die Organe 
der Tiere quantitativ auf Quecksilber (freilich unter Auslassung großer 
Teile der Muskulatur, des Skelettsystems, der Haut u. а.); es fanden sich 
in beiden Fällen übereinstimmend insgesamt 7 1 mg nach einem Monat 
Versuchsdauer und 200 аст Einreibungsfläche. Daraus berechnet Süss- 
mann eine „‚Permeabilitätsgröße"' von 0,128 mg Hg, d. h. je Tag und 100 аст 
tritt diese Menge durch die Haut; diese Zahl überträgt er auf den Menschen, 
indem er die gewöhnlich benutzte Hautfläche auf 500 bis 1000 qem ansetzt; 
so findet er eine Hautresorption von % bis 11% mg Hg je Tag. 

Gegen diese Ableitung ist mehreres einzuwenden: einmal ist die Be- 
stimmung des Quecksilbers bei der von Süssmann angewandten Methode 
vor allem in fettreichen Organen mit Verlusten behaftet; zweitens hat 
ег fast vier Fünftel der Körper nicht mit analysiert, auch keine Korrekturen 
angebracht (seine Begründung für dies Verfahren ist wenig stichhaltig); 
drittens nahm er im Laufe von 3 Wochen nur vier Einreibungen vor, ließ 
allerdings zwischendurch die Salbe unter undurchlässigem Verband liegen. 
Aus alledem ergibt sich, daß seine Zahlen — wie er selbst auch zugibt — 
Minima darstellen und nicht sicher zu berechnen ist, um wieviel die wahren, 
bei der Schmierkur am Menschen anzusetzenden Zahlen höher sind. Vier- 
tens aber fehlt eine Angabe über das Alter der verwendeten grauen Salbe. 
So ist es vielleicht zu verstehen, daß Süssmann sogar bei dem spontan 
zugrunde gehenden Tiere in der Leber nur 0,44 und im Gehirn 0,14 mg-% 
Hg nachwies, während meine entsprechenden Analysen am Meerschwein- 
chen 10 bis 30mal höhere Werte ergaben. 


Wahrscheinlich beruhen auch die Unterschiede in der lokalen 
Reizwirkung, die man bei Gebrauch der grauen Salbe beobachtet, 
zum Teil auf den Unterschieden ihres Gehalts an vorgebildeter Queck- 
silberseife. Ferner ist die Möglichkeit der Seifenbildung natürlich zu 


1) Arch. f. Hyg. 90, 175, 226 ff., 1921. 
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beachten bei Anwendung anderer Salbenkonstituentien als der im 
Arzneibuch vorgeschriebenen; Ersatz des Schweinefettes durch Wachs, 
Paraffin usw. wird die Seifenbildung stark vermindern. 


Zusammenfassung. 


1. In der grauen Salbe bildet sich vom Augenblick der Zubereitung 
an zunehmend Quecksilberseife. Sie erreicht in praktisch in Betracht 
kommenden Zeiten so hohe Konzentrationen, daß die therapeutische 
Wirksamkeit dadurch stark beeinflußt wird. 

2. Die in einer Apotheke zum Verkauf bereit liegenden Präparate 
enthielten 0,7 und 47% Hg in Form von Seife. 2 

3. Die seifenhaltige, vom Metall getrennte Salbe führte bei Ein- 
reibung durch die Haut am Meerschweinchen zu tödlicher Vergiftung 
mit starker Quecksilberanreicherung in den Organen. 

4. Die Methode von Hüsgen zur Bestimmung kleinster Queck- 
silbermengen in großen Organ- oder Fettmengen bewährt sich vor- 
züglich. 

5. Die bisher über den Quecksilbergehalt des Nervensystems er- 
hobenen Befunde scheinen durch methodische Fehler gefälscht zu sein 
und verdienen eine Nachprüfung. 


Darstellung von Melanin aus Benzol. 


Von 


Oscar Adler (Karlsbad). 
(Eingegangen am 19. Februar 1923.) 


Melanine sind im menschlichen und tierischen Körper weit ver- 
breitet. In gehäuftem Maße finden sie sich normalerweise unter anderem 
in dunklen Haaren, in der Negerhaut, in der Aderhaut des Auges. 
unter pathologischen Verhältnissen in dunklen Muttermalen und in 
ganz besonders reichlicher Menge in den melanotischen Neubildungen. 
Die Melanine sind außer durch ihre dunkle Farbe charakterisiert durch 
_ ihre. Unlöslichkeit gegenüber den gebräuchlichen Lösungsmitteln. In 
kalter Alkalilösung sind sie zum Unterschiede von den Melaninsäuren 
unlöslich. Als wesentliches Kennzeichen dient ihr Verhalten gegenüber 
starken, siedenden Alkalilösungen. Веі anhaltendem Erhitzen mit 
konzentrierten Lösungen derselben oder bei vorsichtiger Kalischmelze 
werden die Melanine in Melaninsäuren gespalten. Die letzteren zeigen 
charakteristische Reaktionen, die einerseits durch ihre Säurenatur und 
andererseits durch ihre kolloide Beschaffenheit gegeben sind. Sehr 
charakteristisch ist weiter die Fähigkeit der Alkalisalze der Melanin- 
säuren, die Gerinnung des Blutes zu hemmen!). 


Bisher wurden die Melanine aus pigmentreichen menschlichen und 
tierischen Produkten, zumeist aus melanotischen Geschwülsten, in mehr 
oder weniger reinem Zustande isoliert. Schmiedeberg?), der zahlreiche 
Analysen derartiger Melanine ausgeführt hat, kam auf Grund der analyti- 
schen Daten zu der Erkenntnis, daß die Melanine als Anhydride der Melanin- 
säuren zu betrachten sind. Dieselbe Anschauung wurde bereits früher 
von Mulder?) bezüglich der nahestehenden Humine vertreten und später 
durch die Analysen von М. Berthelot und С. Andre bestätigt 4). 


1) О. Adler und W. Wiechowski, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 9%, 
22, 1922. 

2) О. Schmiedeberg, ebendaselbst 89, 1897. 

з) G. Л. Mulder, zitiert nach S.Oden, Die Humussäuren, 2. Aufl., 
S. 41. Dresden u. Leipzig 1922. 

4) М. Berthelot und С. Andre, zitiert nach Oden, 1. с., В. 47. 
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In der folgenden Arbeit habe ich den Versuch unternommen, 
ein Melanin auf synthetischem Wege im Reagenzglase darzustellen. 
Als Ausgangsprodukt wurde das Benzol gewählt. Aus dem Benzol 
wurde die entsprechende Melaninsäure dargestellt. Die Darstellung 
derselben erfolgte nach der vor längerer Zeit von mir!) beschriebenen 
Methode, welcher nach den kürzlich mitgeteilten Untersuchungen von 
Wiechowski und mir?) eine allgemeine Bedeutung zur Bildung von 
Melaninsäuren aus Stoffen der aromatischen Reihe zukommt. Durch 
Behandlung mit Wasserstoffsuperoxyd bei Gegenwart von Eisenchlorid 
wurde das Benzol in die entsprechende Melaninsäure übergeführt. 
welche ich nach ihrem Ausgangsprodukt als Benzol-Meaninsäure be- 
zeichne. Die so erhaltene Säure weist die charakteristischen Eigen- 
schaften der bisher bekannten Melaninsäuren auf. Sie ist besonders 
charakterisiert durch ihre Löslichkeit in absolutem Alkohol und wäre 
demnach nach der alten Einteilung von Hoppe-Seyler?) in die Gruppe 
der Hymetomelansäuren einzureihen. 

Die Rohbenzolmelaninsäure enthält deutliche Mengen von Eisen, 


welche jedoch nach Behandlung mit Salzsäure und nachfolgender Dialyse 
bis auf Spuren entfernt werden können. 


Die Überführung der Benzol-Melaninsäure in das Anhydrid gelang 
mir durch Erhitzen der trockenen Säure im Wärmeschrank auf 270°. 
Das so gewonnene Benzol-Melaninsäureanhydrid, kurz als Benzol- 
melanin bezeichnet, weist die charakteristischen Eigenschaften auf. 
die bei den aus melanotischen Geschwülsten isolierten Melaninen bisher 
beobachtet worden sind. Es ist wie diese praktisch unlöslich in allen 
gebräuchlichen Lösungsmitteln. Es wird, ebenso wie Фе Geschwulst- 
melanine, durch anhaltendes Erhitzen mit starken Alkalien oder durch 
vorsichtige Kalischmelze unter Wasseraufnahme in die entsprechende 
Melaninsäure zurückverwandelt. Das Benzolmelanin läßt sich leichter 
reinigen als die Benzolmelaninsäure, weil es im Gegensatz zu dieser 
bei der Reinigung mit Wasser nicht in kolloide Lösung geht. Sehr 
wesentlich ist die Unlöslichkeit des Benzolmelanins in kalten Alkalien. 
wodurch es von den Resten der nicht umgewandelten Benzolmelanin- 
säure leicht abgetrennt werden kann. Durch Einwirkung von Salz- 
säure auf das gepulverte Benzolmelanin wird das anhaftende Eisen 
bis auf Spuren entfernt. 

Das Benzolmelanin ist natürlich stickstofffrei und unterscheidet 
sich dadurch in seiner Zusammensetzung von den Geschwulstmelaninen. 


1) О. Adler, Fortschr. d. Med. 1912; Zeitschr. f. Krebsforsch. 11, Н. 1, 
1911. 

2) О. Adler und W. Wiechowski, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch. бә, 
3030, 1911. 

3) F. Hoppe-Seyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 66, 1894. 
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«іе stets stickstoffhaltig gefunden wurden. Ich habe aber aus Gründen 
der Systematik zuerst ein stickstofffreies Melanin dargestellt und will 
über die Darstellung von stickstoffhaltigen Melaninen in einer folgenden 
Mitteilung berichten. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Benzolmelanınsãure. 


Ein Gemisch von 30 сет reinen Benzols, 50 ccm 3proz. Wasser- 
stoffsuperoxyds und 5cem 10proz. Eisenchloridlösung wurde in einem 
geräumigen Becherglase gründlich verrührt. Die auftretende Wärme- 
reaktion wurde durch Außenkühlung des Gefäßes mit fließendem 
Leitungswasser gehemmt. Nach Abklingen der Reaktion wurden 
allmählich unter weiterer Abkühlung und Rühren in kleinen Portionen 
‚noch 100 eem 3proz. Wasserstoffsuperoxyds zugesetzt. Nach ein- 
stündigem Stehen wurden noch weitere 25ccm 3proz. Wasserstoff- 
superoxyds portionsweise unter Rühren zugefügt. Sodann wurde das 
inzwischen tintenartig gefärbte Reaktionsgemisch mit 10 ccm 12proz. 
Salzsäure versetzt. Daraufhin flockte ein dunkler Niederschlag aus. 
Dieser wurde nach 12stündigem Absitzenlassen auf der Nutsche ab- 
gesaugt, mit Wasser gründlich gewaschen und im elektrisch beheizten 
Luftbade hei 350 getrocknet. Ausbeute an Benzolmelaninsäure 0,82 g, 
entsprechend 2,7 °; des verwendeten Benzols. 

Zur weiteren ns speziell zur Entfernung anhaftenden Eisens, 
wurde die Benzolmelaninsäure in 5 proz. Salzsäure aufgeschwemmt und 
in einem Kollodiumsäckchen gegen fließendes, destilliertes Wasser dialysiert. 
Nach achttägiger Dialyse war nur ein sehr geringer Teil der Benzolmelanin- 
säure im Kollodiumsäckchen in kolloiden Zustand übergegangen, die Haupt- 
menge war als Niederschlag geblieben. Der aus dem Kollodiumsäckchen 
entnommene Niederschlag wurde in absolutem Alkohol in der Kälte gelöst, 
das Filtrat am Wasserbade abgedampft, der Rückstand zuerst im Vakuum 
über Schwefelsäure und schließlich ohne Vakuum über Phosphorpentoxyd 
bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Die so erhaltene Benzolmelaninsäure stellt nach dem Verreiben 
ein amorphes, fast schwarzes Pulver dar. Es löst sich bei Zimmer- 
temperatur leicht in verdünnten Alkalien, Aceton, Essigäther, ferner 
in Äthyl- und Methylalkohol. Es erwies sich als unlöslich in Äther, 
Chloroform, Petroläther und Benzol. In kaltem Wasser löste es sich 
nicht, dagegen dispergierte es beim Sieden des Wassers; beim Er- 
kalten trat keine Ausflockung auf. Auf Zusatz des gleichen Volumens 
konzentrierter Kochsalzlösung flockte es alsbald aus. 


Bei der Elementaranalyse!) machten sich hygroskopische Eigenschaften 
der Substanz störend geltend. Sie wurde deshalb im Schiffchen mit Wäge- 


1) Diese und die folgenden Mikroanalysen hat Herr Dozent Dr. Н. Lieb, 
Graz, in entgegenkommender Weise ausgeführt. 
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gläschen eingewogen und hierauf 12 Stunden im Vakuum über Schwefel- 
säure bei Zimmertemperatur getrocknet. Hierbei erfolgte eine deutliche 
Gewichtsabnahme. 

5,288 mg Substanz verloren an Gewicht 0,170 mg. — 5,118 mg ge- 
trockneter Substanz: 0,073 mg Asche (Eisenoxyd). — 5,045 ıng aschefreie 
Substanz 10,88 mg СО,, 1,72 mg H,O, entsprechend 58,829, С, 3,82 9%. H. 


Überführung der Benzolmelaninsäure in Benzolmelanin. 


0,5 g der Säure wurden im locker bedeckten Uhrglase im Wärme- 
schrank 2 Stunden auf 270° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die 
Substanz in der Reibschale fein gepulvert, sodann mit 25 ccm 2proz. 
Natronlauge verrührt und 1 Stunde unter häufigem Rühren unter 
Einwirkung der Natronlauge belassen. Die ziemlich dunkle, alkalische 
Lösung wurde unter Verwendung eines gehärteten Filters abgesaugt. 
der schwarze Niederschlag zuerst mit viel Wasser, schließlich mit. 
Alkohol und Äther mittels der Saugpumpe gewaschen und nach Ver- 
flüchtigung des Äthers über Phosphorpentoxyd getrocknet. 

Zur Entfernung des noch anhaftenden Eisens wurde das trockene 
Produkt mit 25 cem 10 proz. Salzsäure verrührt und die Salzsäure unter 
häufigem Umrühren 18 Stunden einwirken gelassen. Sodann wurde 
die Salzsäure durch Waschen mit viel Wasser entfernt, schließlich die 
Substanz mit Alkohol und Äther gewaschen und über Phosphorpentoxyil 
getrocknet. Ausbeute an Benzolmelanin 0,1294 g, entsprechend 23.8”, 
der verwendeten Benzolmelaninsäure. 

Zur Elementaranalyse wurde das über Phosphorpentoxyd getrocknete 
Benzolmelanin noch 1 Stunde im Wärmeschrank bei 110° getrocknet. 

1. 4,317 mg Substanz: 0,019 mg Asche. — 4,298 mg aschefreie Substanz: 
9,82mg CO, 1,37 mg H,O, entsprechend 62,319. С, 3,57 295 H. — 2. 4,458 ıng 
Substanz: 0,030 mg Asche. — 4,428 mg aschefreie Substanz: 10,10 mg CO., 
1,40 mg H,O, entsprechend 62,21% С, 3,54°,H. 

Das Benzolmelanin bildet ein schwarzes, amorphes Pulver, welches 
unlöslich ist in verdünnten kalten Alkalien und verdünnten Säuren. 
in Wasser, Alkohol, Äther und den sonstigen üblichen, flüchtigen 
Lösungsmitteln. 


Aufspaltung des Benzolmelanins zu Benzolmelaninsäure. 


0,1113 g Melanin wurden mit starker, alkoholischer Natronlauge 
am Rückflußkühler 5 Stunden erhitzt. Das Gemisch wurde sodann 
mit Wasser verdünnt, der Alkohol unter Ersatz des verdampfenden 
Wassers weggekocht. Beim Filtrieren wurde ein tief dunkelbraunes 
Filtrat (I) erhalten. Der Filterrückstand, der noch unverändertes 
Benzolmelanin enthielt, wurde zwecks weiterer Spaltung in starker. 
wässeriger Kalilauge aufgenommen, das Wasser in flacher Schale 
allmählich weggekocht und die Masse nach dem Verdampfen des 
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Wassers einer vorsichtigen, kurzdauernden Kalischmelze unterzogen. 
Die erkaltete Schmelze wurde in Wasser aufgenommen und filtriert (П). 
Die vereinigten Filtrate (І und II) wurden mit Salzsäure in geringen: 
Überschuß versetzt, die ausgeflockte Melaninsäure absitzen gelassen, 
auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen und schließlich in absolutem 
Alkohol gelöst. Nach mehrstündigem Stehen wurde filtriert und das 
dunkle Filtrat am Wasserbade zur Trockne verdampft. Zur weiteren 
Reinigung wurde die Melaninsäure in einem Kollodiumsäckchen gegen 
fließendes. destilliertes Wasser bis zur Chlorfreiheit dialysiert, was 
mehrere Tage in Anspruch nahm. Das Dialysat wurde am Wasserbade 
zur Trockne verdampft und im Exsikkator über Schwefelsäure bei 
Zimmertemperatur getrocknet. Mit dieser verlustreichen Methode 
wurden 0,0471 g Melaninsäure gewonnen. 


Studien über die Urease. П. 
Von 
Sture Lövgren. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universität Stockholm.) 
(Eingegangen am 6. März 1923.) 
Mit 22 Abbildungen im Text. 
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66. Nachdem ich in dem vorigen Teil dieser ‚Studien über die 
Urease”“ (diese Zeitschrift 119, 215—293) gefunden hatte, daß die für 
die Enzymwirkung günstigste Weasserstoffionenkonzentration von der 
Harnstoffkonzentration in der Weise abhängig ist, daß mit steigender 
Substratmenge sich die Lage des рь -Орітитз nach der sauren Seite 
verschiebt, so faßte ich es als meine nächste Aufgabe, zu untersuchen. 
ob und wieviel die Lage der р. -Оріта von der Phosphatkonzentration, 
der Enzymkonzentration und der Reaktionszeit (d. h. von der Kon- 
zentration der Reaktionsprodukte) abhänge. 
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67. An meinen früheren Methoden bezüglich der Bereitung der 
Enzymlösung und Prüfung der Aktivität derselben habe ich keine Ab- 
änderungen vorgenommen. Die Enzymlösung wurde durch ein- bis 
zweistündiges Digerieren von fein zermahlenen Sojabohnen mit der 
fünffachen Menge destillierten Wassers und nachherige Filtration täglich 
neu bereitet. Die so an verschiedenen Tagen bereiteten, gelblichen, leicht 
· opaken Enzymlösungen zeigten einen sehr geringen Unterschied in Akti- 
vität und Trockensubstanz. Völlig vergleichbar sind indessen nur Werte, 
die am selben Tage mit derselben Enzymlösung erhalten sind. Die 
Trockensubstanz von 1 ccm einer solchen Enzymlösung beträgt 0,065 g. 

Die Reaktionsmasse besteht in allen Versuchen aus folgenden 
Bestandteilen: 

1. 1 bis 4ccm einer geeigneten Harnstofflösung von der Konzen- 
tration M/320 bis 1,6 M, 

2. 1, 2 oder 5ccm einer molekularnormalen Phosphatmischung 
von erwünschter Azidität, 

3. l cem der Enzymlösung, unverdünnt oder verdünnt, 

4. destilliertes Wasser in solcher Menge, daß das Totalvolumen 
stets 10 ccm wurde. | 

Wenn nicht anders angegeben wird, so sind die Proben in folgender 
Weise ausgeführt: In dem Reaktionskolben befinden sich Harnstoff, 
Phosphat und Wasser (Totalvolumen 9ccm). Bei dem bestimmten 
Zeitpunkt wird 1 ccm der angewandten Enzymlösung — stets durch 
dieselbe Pipette — in den Reaktionskolben hineingelasssen. Nach 
tüchtigem Schütteln während einer Minute wird der Kolben auf seinen 
Platz in der Apparatur eingeschaltet!) und nach dem Ablauf der be- 
stimmten Reaktionszeit 50 ccm einer gesättigten Pottaschelösung 
durch das Trichterrohr in den Reaktionskolben hineingegossen, wodurch 
die Reaktion momentan abgebrochen wird. Das entwickelte Ammoniak 
wird durch einen Luftstrom in eine Vorlage von 5ccm n/20 H,SO, 
+ 70 ccm destilliertes Wasser übergeführt. In den ersten Minuten 
muß der Luftstrom sehr schwach sein, damit nicht NH,-Verluste 
entstehen sollen. Schäumen wird durch eine Schicht Paraffinöl 
vermieden. Nach einer Durchlüftung von 17 oder mehr Stunden 
wird der Luftstrom abgebrochen, die Vorlage unmittelbar freigemacht, 
das Absorptionsrohr dreimal außen und dreimal innen mit destilliertem 
Wasser abgespült, wobei das Waschwasser in die Vorlage aufgesammelt 
wird. Der Überschuß an H. SO, wird dann mit 0,0788 п NaOH zurück- 
titriert, wobei stets 1 ccm einer gesättigten Lösung von Methylrot 
in 50рго2. Alkohol als Indikator verwendet wurde. Weil nämlich 
das Volumen der zu titrierenden Flüssigkeit etwa 150ccm betrug 


1) S. diese Zeitschr. 119, 231. 
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und die Löslichkeit des Methylrots sehr gering ist, so mußte die Menge 
der Indikatorlösung ziemlich groß genommen werden. 


68. Die günstigste Indikatorkonzentration habe ich übrigens 
durch einen besonderen Versuch ausprobiert. 


Versuch 47. Zweckmäßigste Indikatorkonzentration. 


Bezeichnungen. J: Lösung von lg Methylrot in 500 ccm absoluten 
Alkohols durch zweitägiges Digerieren (ohne Erhitzung!) erhalten. 

Ј': Dieselbe Lösung mit gleichem Volumen destillierten Wassers ver- 
setzt und von dem bald erstandenen Niederschlag abfiltriert. Methylrot 
ist nämlich in Wasser-Alkohol weniger löslich als in Alkohol; der Überschuß 
fällt gallertartig aus. 

Durch weitere Verdünnung wurden andere Konzentrationen des Indi- 
kators hergestellt. Von jeder Lösung ist stets 1 ccm angewendet und, mit 











150 ccm ausgekochtem destilliertem Wasser vermischt, geprüft. Die Ziffern 
beziehen sich auf 0,0788n NaOH. 
Tabelle XLVII. 
ЕТЕТ эша ма: 
SS Мыш saurer | alkaliscber шеш ` ири ` Anmerkungen 
KEE | = Lösung | Lösung 
J 0.02 | stark stark gelb 0,01 ccm | orange- Indikator zu stark, 
'orangerot , | (ziemlich | gelb ' doch verwendbar. 
scharf) | 
2. 0,02 stark rot gelb Д | а р:0 
ni 0,01 rot. schwach . 0,0lcem . rötlich- ' Gut verwendbar 
| gelb (scharf) 1 farblos | 
1. | 0,01. 2 | farblos | 0,01 сет ` б Verwendbar. 
(ziemlich | 
d | | scharf) 
5 | schwächer . 0,01 сет | Nicht verwendbar. 
rot (unscharf) | 
aJ ‚0 schwach | S | 0,02 сет | А Du 
| rot | (unscharf) 


Die zweckmäßigste Indikatormenge bei 
also ] ccm einer gesättigten Lösung von Methylrot in 50proz. Alkohol. 


150 cem Flüssigkeit ist 


69. Vor den eigentlichen Versuchen habe ich einige Vorversuche 
гиг Prüfung der Folinschen Methode gemacht. 





Versuch 48. Überführungsgeschwindigkeit. 1. 
Tabelle XLVIII. 
Zeit mg NH, aus_clicfert u І 
дег Т | Men л 
Durch, 3.20 | 6,41 | 12,82 


чиш МН, g. g funden 





Stdn. оту | 
3 | 221 | 
7 2.92 
10 319 
20 Aan 


Dee NH, gefunden | | NH; gefunden г йа 
К.102 | my | К .10 | mg К. 10 


| сїт 


17 


440 
5 6,25 23 
— 6,37 = 
— 6,38 


| oam | a 
| 1232 20 
| и z 
| 1283 S 
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NH, wurde aus einer en entwickelt. 


„zeigen, daß die Überführung nach 





Die Werte von K = тт _® 


der monomolekularen н ик 


Zu diesem Stadium der Arbeit wurden indessen die früher benutzten 
vier Woasserstrahlluftpumpen durch eine elektrisch getriebene Saugpumpe 
ersetzt, die, wie Versuch 49 zeigt, viel schneller arbeitete. Gleichzeitig 
wurde die Apparatur erweitert, so daß es mir ermöglicht wurde, zugleich 
24 Parallelproben zu machen. 


Versuch 49. Überführungsgeschwindigkeit. II. 




















МН» ausge» mg NH; gefunden nach 
liefert | ) ие 
mg __' 1» 1 1 | 3 | З | | 7,9 | 20 Stdn. 
RT ан еВ ВЕЕ er, 
3,21 2,0 | 303 | 3,11 N 3,17 | 3,17 | 3,18 318. 3,18| 3,21 
1279 , ‚ — 1949 | 12.62 | 1265 | — 12.66 | 1266 | 12,75 





Die letzten Spuren NH, gehen also sehr langsam hinüber, dem 
Anschein nach dadurch, daß sich Wasser in dem Ableitungsrohr kon- 
densiert und Ammoniak löst, so daß das so zurückgehaltene Ammoniak 
nur in dem Maße wieder frei wird, wie sich das Wasser von neuem 
verflüchtigt. 


Versuch 50. Prüfung der Methode mit bekannten 
NH,-Mengen. 


Tabelle L. 


N Baf editt a SIS | 3,21 4,53 | 6,33 | 6,33 | 6,44 | 9,56 
3,2 


1 
mg \ gefunden. . 3,17 | 3,18 | 3,20 4,52 | 6,29 | 630 6,42 | 9,54 


Saugen: 17 Stunden bei Zimmertemperatur. NH, aus verschiedenen 
Salmiaklösungen entwickelt. 


Versuch 51. Einfluß der Pottaschekonzentration auf die 
Überführungsgeschwindigkeit. 

















Tabelle LI. 
Salmiaklösung | | wn ` 
(0.6343 mg NH; | KE em = Wasser De eg k geg 
pro ccm) 
ccm ccm ccm Minuten 
5 + mm, 1,47 
25 + 375 | 086 
5 6,25 E ‚ 43,15 | 20 0,57 
1.25 48,15 0,53 
125 + 48,75 0,80 
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Nimmt man die Menge Pottaschelösung als Abszisse und die 
Ammoniakmengen als Ordinate, so erhält man (s. Abb. 23) eine gerade 
Linie, die plötzlich die Richtung verändert, um beinahe horizontal 
zu werden. 


mg М, in 20 Min. 
3 
2 
1 
W 20 30 40 Wam 
бебе Poltaschelösurg af 50com 


Abb. 23 1). Einfluß der Pottaschekonzent.ation auf die Üoerführungsgeschwindigkeit. 


Wegen dieses Versuches habe ich es nicht für ratsam gehalten, 
zu schwächeren Pottaschelösungen überzugehen oder die Pottasche 
teilweise durch NaCl zu ersetzen. 


Versuch 52. Der Gehalt des НОО. 




















Tabelle LII. 
N | m Reaktionse | МН, | NHs | Gehaltd 
Enzym | Be kat ‚ MO Harnstoff See = | gefunden berechnet Harnstoffa 
ccm | сст | ccm ccm Mio Stdn. | mg mg | 0, 
Su | - Es Г Е > SE ай | есуш о CaA e > a te E SS 
l j 85 i 2 2 : 4 4,23 426 993 
1, в, 2, 2 4 4.23 426 99,3 
11 5 = 4 4 | 846 8,52 993 
Lj 8 2 2 0 = с 
1 5 г. == 4 0 0 | — 2. 


Enzym: frisch bereitet (15 : 75, 2 Stunden). Temperatur 19°. Total- 
volumen: 10 ccm, рн der Phosphatmischung 7,50. 


Der Harnstoff, der mir zur Verfügung stand und einen Schmelz- 
punkt von 130° zeigte (anstatt 1320), erwies sich also 0,7%, zu schwach. 
Bei der folgenden Bereitung von Harnstofflösungen ist daher 60,5 
anstatt 60,1 als Molgewicht angewendet. 

So wurde z. B. die für die in Kapitel IX mitgeteilten Versuche 
abgepaßte Harnstofflösung, die 1 mg NH, pro Kubikzentimeter ent- 
wickeln sollte, in der Weise bereitet, daß sie 1,777 g Harnstoff anstatt 
1,763 g im Liter enthielt. Wie nahe ich das Ziel getroffen habe, ist 
aus Versuch 53 ersichtlich. 


1) Abb. 1—22 sind in der I. Mitteilung, diese Zeitschr. 119, 215, 1921 
veröffentlicht. 
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Versuch 53. Prüfung des Gehalts der in Kapitel IX 
verwendeten Harnstofflösung. 























Tabelle „LIII. 

1 PTE | mi | Hp | мн, = 
Enzym kb а ee A а pro Тем 
eem ; ссп eem ccm | Std. Ä mg mg 

Г =. Kee д Е, т Р РЕ ees EE en m 
N ME | 1 т, ° 08 | 0,98 
1 l j6 а т | 204 ` 1.02 
1 а 2. ot | 401 | 1.00 
1 1 3 5 7 500 | 1.00 
1 j 2 в. т 601, 10: 
1 6 о 0 | 
1 1 и 3 4 0 0 | : 
1 1 | 2 6 0 0 | Korrektionen 
1 1 | 8 е = 0 


Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden). Temperatur 19°. Totalvolumen 
10 ccm. рн der Phosphatmischung 7,00. Zeit der Durchlüftung 20 Stunden. 


Die Harnstofflösung kann also als richtig angesehen werden. 


Kapitel IX. 


Рп -Steigerung durch die Spaltung kleinerer Harnstoffmengen 
bei verschiedenen Phosphatkonzentrationen. 


70. Der Umstand, daß der für die Wasserstoffzahl der Lösung 
beinahe völlig unschädliche Harnstoff bei seiner Hydrolyse in einen 
Stoff von ausgesprochener alkalischer Reaktion umgewandelt wird, 
bringt es mit sich, daß рн während des Umsatzes stark ansteigt. Auch 
die stärksten Pufferkonzentrationen können dieses Ansteigen nicht 
verhindern, sondern nur mäßigen. Früher!) habe ich die Veränderungen 
in рн untersucht, die durch die Spaltung von den 1 bis 6 mg NH, 
entsprechenden Harnstoffmengen in Gegenwart von M/2 Phosphat 
hervorgerufen werden. Weil es jetzt meine Absicht war, zu schwächeren 
Pufferkonzentrationen überzugehen, so mußte ich auch für diese ähnliche 
Untersuchungen vornehmen. 


71. Als Ausgangsmaterial dienten zwei molare Lösungen von 
K,HPO, und KH,PO, (reinste Präparate von Kahlbaum bezogen). 
Die Mischungsverhältpisse, die zum erwünschten рн führten, sind aus 
Versuch 54 und Abb. 24 zu ersehen. 


1) Diese Zeitschr. 119, 275— 276, Tabelle XXXVIa und XXXVIb, 
Abb. 12. 
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Versuch 54. рн von Phosphatgemischen und dessen Ver- 
änderung durch Zusatz von Leem Enzym pro 10 сет. 





























Tabelle LIV. 
Mischungsverhältnis | - -- Е _ Рн _ | en 
est se шз йан bei 5 ccm der bei 2 ccm der ' bei 1 ccm der 
ne Enzym 

ae t, mischung ccm H,O ` + 7 eem Н, + 8 com Н, 
ccm | ccm | 
100 0 9,10 | 8,92 | 8,74 | 8,58 
100 1 8,93 | 8,77 8,65 | 8,42 
100 2 8,62 | == 8,38 | 8, 
100 | 4 | 8,20 | 8,13 8,05 8.00 
100 5 816 | = | 8,05 | 7,97 
100 8 7,86 | 7,84 | 7,81 
100 12 7,68 = 7,66 | 7,65 
100 16 | 7,60 — | 7,59 | 7,58 
100 30 | 728 | Se | 7,28 | 7,28 
100 40 | 7,12 | = 7,12 | 7,12 
100 50 i 702 | = 7,02 | 7,02 
100 100 | 669 S 6,69 6,69 
100 200 | 6,37 — 6,37 6,37 

о | 10 | 410 = | ES ші 








Рн elektrometrisch bestimmt. Temperatur 18°. Enzym: frisch (15: 75, 
2 Stunden). 


Км КГ 
A, - Ermedrigung bei dem Tofclvolımen Zog 





Abb. 24. Phosphatkurve. Dep: Erniedrigung durch I ccm Enzym. 


Die pg-Werte schließen sich zwischen 7 und 8 ziemlich gut der 
Formel 


5, [K H, PO. 
[K,HPO,j 


an, wie in der Tabelle LIVa zu sehen ist. 


[H] = 10—67 
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Рн berechnet || 6,75 
PH beobachtet 6,69 


Tabelle LIVa. 
(кКн,РО] | 100 50 1 40 | 30 в 12 sisia 
[К,НРОЦ | 100 | Ke Lei 100 ` 100 100 | 100, 100 10 


7,0 7,15 ч 155 |165 7,85 | 8,05 815 
709 | 712 | 728 |760 |768 |786 |815 | 820 

Im Anschluß an diesen Versuch will ich zufügen, daß ich niemals 
bemerkt habe, daß kleinere Mengen Harnstoff (10 mg pro 10 ccm) 
einen steigernden Einfluß auf р. in Gegenwart von Phosphat ausüben. 
Bei größeren Harnstoffmengen konstatiert Barendrecht einen solchen 
Einfluß!). Man darf in diesem Zusammenhang indessen nicht ver- 
gessen, daB stärkere Harnstofflösungen erstens meßbare Mengen 
Ammoniumcyanat enthalten und zweitens einer langsamen (durch 
bakterielle Infektion vielleicht hervorgerufenen) Hydrolyse unterworfen 
sind, so daß z. B. ein paar Jahre alte Harnstofflösungen deutlich Phenol- 
phthalein röten, was frische Harnstofflösungen nie tun. 


72. In der Literatur wird angegeben, daß eine elektrometrische 
Рн -Bestimmung in Gegenwart von freiem Ammoniak unmöglich ist, 
weil das Ammoniak die Elektrode ‚vergiftet‘. Das ist auch wahr — 
wenn man die Elektrode in die Flüssigkeit eintauchen läßt. Man erhält 
dann immer eine augenblickliche starke Vergiftung, die dadurch ge- 
kennzeichnet ist, daß man keine konstante, viel zu hohe und nicht 
reproduzierbare p,-Werte bekommt. Durch Anwendung gewisser 
Kunstgriffe kann man indessen in Gegenwart von kleineren Mengen 
Ammoniumsalzen auch auf der alkalischen Seite reproduzierbare Werte 
erhalten. Auf der sauren Seite bietet die Messung keine Schwierig- 
keiten. 

73. Wie erwähnt, hatte ich mir die Aufgabe gesetzt, bei ver- 
schiedenem anfänglichen рн die ?„-Steigerung zu bestimmen, die 
durch die Hydrolyse von gewissen Mengen Harnstoff (1 bis 5mg NH, 
entsprechend) bei den Phosphatkonzentrationen M/5 und М/10 her- 
vorgerufen wird. Anfangs glaubte ich, daß diese Aufgabe auf einem 
einfachen Wege und schnell lösbar sei. Ich stellte auf einmal zehn 
Proben her, die enthielten: a) 1 oder 2 ccm einer М/1 Phosphatmischung 
von gegebenem рн, b) 1, 2, 3, 4 oder 5 сст der auf В. 211 erwähnten 
Harnstofflösung, с) 1 cem Enzym, d) destilliertes Wasser, so daß das 
Totalvolumen 10 ccm wurde. Die Proben wurden sich selbst für einige 
Stunden überlassen und dann рн in jeder einzelnen bestimmt. Trotz 
der Anwendung der unten besprochenen Elektrodenführung waren die 
Ergebnisse nicht befriedigend, von den sehr oft eintretenden Ver- 
giftungsfällen abgesehen. Ich sah mich daher genötigt, zu einer müh- 


1) Rec. trav. chim. Pays-Bas 89, 54, 1920. 
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seligeren, aber sicheren Methode überzugehen, deren Hauptzüge ich 
in folgenden Punkten zusammenstelle: 


1. Apparatur: die gewöhnliche, also: Bleiskkumulator von 2 Volt 
Spannung, ein Widerstandskasten, Normalelement, gesättigte Kalomel- 
elektrode, gesättigte KCl-Lösung, Kapillarelektrometer nach Luther, 
Weasserstoffelektrode. 

2. Elektroden: a) Drahtelektrode. Sie bestand aus einem № mm 
dicken Platindraht, in ein Glasröhrchen eingeschmolzen, in dessen 
untersten Teil Hg gegossen war. Platinierung und Sättigung geschah nach 
den Vorschriften in Michaelis „Die Wasserstoffionenkonzentration‘‘. 

b) Punktelektrode. Wie die vorige hergestellt aber dann der heraus- 
ragende Teil des Platindrahtes abgebrochen. Platinierung und Sättigung 
nach der gewöhnlichen Methode. 

с) Paraffinierte Drahtelektrode.e. Eine gewöhnliche platinierte und 
gesättigte Drahtelektrode wird ein paarmal in schmelzendes Paraffin ein- 
getaucht, so daß sich der Draht mit einer gleichmäßigen dünnen Schicht 
Paraffin überzieht. Vor der Anwendung muß die paraffinierte Elektrode 
längere Zeit (etwa eine halbe Stunde) mit Wasserstoff elektrolytisch be- 
laden werden. Stellt sich langsam ein. 

а) Geglühte Drahtelektrode. Nach der Platinierung wird eine ge- 
wöhnliche Drahtelektrode in der Bunsenflamme (besser vielleicht in der 
Wasserstoffflamme) geglüht, dann noch glühend in die Wasserstoffatmo- 
sphäre des Fassungsrohres so schnell wie möglich eingeführt. 

3. Messungsgefäß. Ein Wägegläschen von 20 ccm Rauminhalt. 

4. Elektrodenfassung. Ein engere Glasrohr, mit einem seitlichen 
Ansatzrohr versehen und oben mit einem durchbohrten Gummistöpsel 
verschlossen, durch welchen die Elektrode in das Fassungsrohr hinein- 
гаріе Die Elektrode konnte also auf und ab bewegt werden. Durch das 
Ansatzrohr wurde Wasserstoffgas von einer Bombe eingeführt. 

5. KClI-Verbindung. Als solche diente ein Baumwollfaden, der über 
Nacht in gesättigter KCI-Lösung gelegen hatte. Vor der Anwendung wurde 
der ganze Faden außer dem obersten Ende durch Eintauchen in schmel- 
zendes Paraffin paraffiniert. Bei der Anwendung wurde das oberste Ende 
in die KCI-Wanne eingetaucht, das unterste, paraffinierte Ende in ein 
extra, unten kapillares Glasröhrchen, das sich in der Probelösung befand, 
hineingebracht und so kontakt erhalten. Durch diese Anordnungen wurde 
die Diffusion des KCI in der Probe auf ein Minimum gebracht, was bei 
kleineren Pufferkonzentrationen und längeren Meßzeiten unbedingt not- 
wendig ist. Die Güte des Kontaktes wurde durch die Paraffinierung nicht 
in merkbarem Grade beeinflußt. 

6. Elektrodenführung. а) Die platinierte und neugesättigte um- 
gebogene Drahtelektrode wird in das Fassungsrohr eingesetzt, der Wasser- 
stoffstrom angelassen und auf gewünschte Stärke gemäßigt. Mit stehender 
Wasseıstoffatmosphäre habe ich nur bei reinen Pufferlösungen, aber niemals 
bei eigentlichen Proben anwendbare Werte erhalten. Indessen habe ich 
es doch vorteilhaft gefunden, den Wasserstoffstrom ganz schwach zu 
nehmen. Nachdem die Elektrode einige Minuten in der Wasserstoffatmo- 
sphäre verweilt hat, wird sie vorsichtig hinunterbewegt, und wenn sie sich 
ein wenig oberhalb der Flüssigkeitsfläche befindet, seitwärts gedreht, so 
daß die Spitze die an der Wand des Fassungsrohres adhärierende Flüssig- 
keitsschicht berührt, was dadurch erreicht werden kann, daß die Elektrode 
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nicht zentrisch in dem Fassungsrohr steckt. Jetzt kontrolliert man am 
Elektrometer, daß Kontakt erhalten worden ist. Indem man fortwährend 
am Elektrometer den Kontakt kontrolliert. führt man die Elektrode nach 
oben, bis sie sich etwa 5 mm über der höchsten Lage der Flüssigkeit im 
Fassungsrohr befindet. 

Durch diese ‚‚Elektrodenführung‘‘ wird folgendes erzielt: 

I. Die Berührung zwischen Elektrode und Flüssigkeit wird möglichst 
knapp. 

II. Die Anzahl der Vergiftungsfälle wird sehr eingeschränkt. 

III. Wenn Vergiftungen eintreten, sind sie meistens leichter Art und 
rückgängig zu machen (s. hierüber Versuch 55). 

IV. Die Elektrometerausschläge sind ruhig, ebenso groß wie wenn 
die Elektrode in die Flüssigkeit heruntertaucht, und von den Zuckungen 
verschont, die sonst im Anfang als Folge der durch die Wasserstoffbläschen 
im Fassungsrohr hervorgerufenen Niveauveränderungen entstehen, 

Die Einstellung der Elektrode erfolgt ein wenig langsamer als mit 
der gewöhnlichen Methode und folgt nicht momentan den Aziditätsver- 
änderungen in der Probeflüssig- 


Kunferdramt 
keit, aber darauf kam es bei Punkt- BR 


к 5 Elektrode 

meinen Messungen auch nicht 
an. Für mich war nur der An- Paraffimerter Drakfelektrode 
fangs- und der Endzustand von KA < Zammer 
Wichtigkeit. | % SIX 

b) Bei der Punktelektrode Fassungsrohr 
werden dieselben Vorteile mit +—//,; 
einfacherer Elektrodenführung FAIA p 2 
erzielt. Die neuplatinierte und Г 2 h Г 


wird in das Fassungsrohr ein- 
gesteckt und unmittelbar so weit 
in die Flüssigkeit eingetaucht, 
daß sie von den Wasserstoff- 
bläschen unberührt bleibt. Sie 
zeigt dann denselben Wert wie 
eine Drahtelektrode. Mit der 

Anwendung der Punktelektrode Abb. 25. Versuchsınordnung. 

ist indessen ein Nachteil ver- 

bunden: weil der Draht nicht in direkte Berührung mit dem Wasserstoffgas 
kommt, hält sie sich nicht lange gesättigt. Ich habe sie daher nur als 
Kontrolle benutzt, ohne eigene Wasserstoffatmosphäre aber in Verbindung 
mit ein oder zwei Drahtelektroden mit Wasserstoffatmosphäre. Sie zeigt 
dann bei niedrigerem рн den richtigen Wert, bei höherem einen etwas 
zu niedrigen. | 

7. Anzahl Elektroden. In den meisten Versuchen sind zwei Draht- 
elektroden und bisweilen zwei Drahtelektroden mit Wasserstoffatmosphäre 
nebst einer Punktelektrode ohne Wasserstoffatmosphäre zur Verwendung 
gekommen. Die letzte Anordnung ist die zuverlässigste. Ein Bild der 
Verhältnisse in diesem Falle liefert Abb. 25. 

8. Ausführung der Messung. In dem Messungsgefäß wurden а ccm 
einer geeigneten Phosphatmischung + (9 — а — b) ccm destillierten Wassers 
vermischt und die Ohmzahl notiert. dann Leem Enzym durch ein 
Loch in der Korkscheibe zugesetzt und die Ohmzahl beobachtet, schließ - 


E E eet 


neugesättigte Punktelektrode | 
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lich b cem der Harnstofflösung, die Img NH, pro Kubikzentimeter ent- 
wickelte, zugeführt und von diesem Augenblick an die Ohmzahl jede Minute 
bestimmt, wobei der Kupferdraht von der einen zu der anderen Elektrode 
umstellt wurde. Wenn alle Elektroden ein konstantes Potential auf- 
wiesen, wurde die Messung abgebrochen und als Endwert die höchste 
erhaltene Ohmzahl benutzt. Trat bei einer Elektrode während der Messung 
Vergiftung ein, was an einer sprunghaften Erhöhung der Ohmzahl leicht 
bemerkbar war, so wurde die Elektrode herausgenommen, abgeschabt. 
platiniert, gesättigt und dann wieder auf ihren Platz eingesetzt. In der 
Zwischenzeit wurde die Messung mit den übrigen Elektroden fortgesetzt. 


Anmerkung. Die mitgeteilten Werte beziehen sich auf Drahtelektroden. 
Nur bei den allerhöchsten Alkalitäten, wenn z. B. drei Drahtelektroden 
nacheinander vergiftet wurden, habe ich zu einer paraffinierten Draht- 
elektrode gegriffen. 


74. Was nun die „Vergiftung“ betrifft, so ist dies ja nur ein Wort 
und sagt nichts über die Sache an sich aus. Es schien mir wahrscheinlich, 
daß die Vergiftung darin besteht, daß Ammoniakgas sich an die Elek- 
trode niederschlägt und sie so stellenweise zu einer Ammoniakelektrode 
verwandelt. Dann gäbe es Grund zu der Hoffnung, daß die Vergiftung 
zurückgehen könnte. Alsich also in einem Falle am Ende der Messung 
eine leichte Vergiftung erhielt (typischer Fall!), so brach ich nicht 
die Messung ab, sondern setzte fort, die Ohmzahl zu beobachten. 
Das Ergebnis ist in Versuch 55 niedergelegt, der auch ein Bild über 
den Gang der Untersuchung in jeder einzelnen Probe gibt. 


Versuch 55. Rückgang der Ammoniakvergiftung. 
Tabelle LV. 





Probe: 2сст М/1 Phosphat (100: 8) + 5 сат H,O — о = Ohmzahl 





Zeit Zeit 
1lb1l’o = 251 11845’ о =: 260 
11 13 о = 251 11 50 = 260 
11 14 Zusatz von Leem Enzym 11 57 Neuplatinierte und neu- 
11 16 о = 249 gesättigte neue Drahtelektrode 
11 18 о == 249 eingeführt 
11 22 Zusatz von 2ccm Harnstoff 11h59’ ou — 259 
11 24 о — 251 12 5 о = 260 
11 25 о = 252 12 10 о = 260 
11 26 о = 253 12 22 Die alte vergiftete Elektrode 
11 27 о = 254 eingeführt 
11 28 о = 255 12b 25' с — 260 
11 29 о = 256 12 29 о — 260 
11 30 о = 257 12 30 Eine dritte Drahtelektrode 
11 33 о = 258 eingeführt, die während einer 
11 34 о = 290!. Vergiftung. ganzen Stunde elektrolytisch 
11 34 —11b40 Die Ohmzahl sank mit Wasserstoff beladen worden 
schneller als ich im Rheostaten- war. Momentane Einstellung 
kasten folgen konnte 12h31’ о — 260 


11.40’ о — 259 12 33 о = 260 
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Die Ammoniakvergiftung kann also zurückgehen. In solchem 
Falle ist die vergiftete Elektrode ohne weiteres verwendbar. 

75. Die Versuche 56 bis 65 enthalten die Ergebnisse der Messungen 
über die p,-Steigerung, die durch die Hydrolyse der 1 bis 5 mg NH, 
entsprechenden Harnstoffmengen bei 0,1M und 0,2M Phosphat von 
verschiedenem Anfangs-p,,;, bei Zimmertemperatur hervorgebracht wird. 


Versuch 56. pg-Steigerung für 1 mg NH, bei 0,1 M Phosphat. 
Probe: Leem М/1 Phosphat + Leem Harnstoff + l cem Enzym 
— 7 cem H,O. 
‚ Tabelle LVI. 


l | 


рн vor ECH 6,69 | 7,02 | 7,12 7,28 į 7,58 7,65 825.858 8,74 8,83 
рн nach. AE 6,80 | 7,14 | 7,22 142,183 7,89 , 8,52 8,04 | 9,15 9,26 
Steigerung. 011 011 | 012 |010 014 . 025 024 0.27 036 046 043 


Versuch 57. py-Steigerung für 2 mg NH, bei 0,1 М Phosphat. 


Probe: Leem M/l Phosphat + 2cem Harnstoff + 1 cem Enzym 
+ 6 cem H,O. 


Tabelle LVII. 
Puvor.... 702 ` 712 | 78 7,28 825 | 883 
рн nach ...| 724 73 7,54 758 880 9,84 
Steigerung .. 02 | 0,29 0,26 0,30 05 ° 051 


Versuch 58. py-Steigerung für З тюр NH, bei 0,1 М Phosphat. 


Probe: Leem MI Phosphat + З сост Harnstoff + Leem Enzym 
+ Beem H,O. 











Tabelle LVIII. 
Pu уот... || 7,02 712 | 7,28 765 | 825 8,58 
рн nach 734 744 | 771 838 | 897 9.19 
Steigerung 032 ' 032 | 043 03 | 072 061 


Versuch 59. py-Steigerung für 4mg NH, bei 0,1 М Phosphat. 


Probe: Leem MII Phosphat + 4ccm Harnstoff + 1 cem Enzym 
+ 4ccm H,O. 


Tabelle LIX. 














рн vor... || 702 7,12 7,28 7,40 7,65 | 8.25 
рн nach ТАТ 156 783 807 | 861 9.08 
Steigerung 0,45 0.44 0.55 067 ! 096 : 083 


Versuch 60. p„-Steigerung für bg МН, bei 0,1 М Phosphat. 


Probe: Leem MII Phosphat + Beem Harnstoff + 1 cem Enzym 
+ 3cem H,O. 






































Tabelle LX. 

рн vor 6,37 |6,69 7,02|7,28, 7,28 | 7,40 75817,65 | 7,97 8.25 8,58 8.801 8.02 
рн nath. . |6,89|7.26|7.59:7.95 7,98 821 |8,80 |8,84 8,991 9.16 | 9,34 | 9,33 | 9,28 
Steigerung |0,54 10:57! 0.57 [0,67 0,70 0’81 |122 1/19 1.02 | 0,91 0,76 | 0,53 10,36 
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Versuch 61. p,-Steigerung für 1 mg NH, bei 0,2 М Phosphat. 


Probe: 2 ccm М/1 Phosphat + lccm Harnstoff + 1 ccm Enzym 
+ 6 саю H,O. 





Tabelle LXI. 
Pu уот... | 637 159 | 1783 | _ 808 | 865 8,74 
рн nach . 6,43 1\61 1,99 825 | 887 8.98 
Steigerung . | 006 008 | 016 : 019 |. 02 0,24 


Versuch 62: p,-Steigerung für 2 mg МН, bei 0,2 М Phosphat. 


Probe: 2ccem M/l Phosphat + 2 cem. Harnstoff + Leem Enzym 
+ 5 сот H,O. 


Tabelle LXII. 



































Py Vor... . | 63717,12 | 7,13 | 728 | 7,59 7,83 | 8,06 8.65. 8,65 eng 

рн nach. . . . | 6,50 | 7,26 027 | 7,45 | 7,80 | 8,17 | 8,50 | 9 05° 9,12 | 9,11 

Steigerung 0,13 10,14 | 0,15 ' 0,17 ' 0,21 | 0,34 | 0,44 | 0, 40 0, ‚47 | 0,37 
IR 


Versuch 63. py-Steigerung für 3 mg МН, bei 0,2 М Phosphat. 


Probe: 2 cem М/1 Phosphat + 3 сост Harnstoff + Leem Enzym 
+ 4 сот H,O. 


Tabelle LXIII. 


mm, = e — m ааа 























Pa vor... . 637 | 712 | 712 | 7,59 | 783 | вов | 865 | 814 
Рн пабь..... SCH 6.53 139 7,33 | 7,92 | 838 | 870 | 915 | 924 
Steigerung . . 0,16 0,21 | 0,33 | 0,55 | 0,64 | 0,50 | 0,50 


Versuch 64. p,-Steigerung für 4 mg МН, bei 0,2 М Phosphat. 


Probe: 2 cem MII Phosphat + 4 сст Harnstoff + 1сст Enzym 
+ 3ccem H,O. 


Tabelle LXIV. 





7,83 8,06 8,65 8,74 














637 | 712 | 759 
Du nach. .... 6,59 7,42 | 8,04 8.57 8,93 9.25 9,31 
Steigerung 0,22 0,30 : 0,45 0,74 087 ' 0,60 0,57 


Versuch 65. рн-Бфеегипя für 5 mg NH, bei 0,2 М Phosphat. 


Probe: 2cem MII Phosphat + 5 ест Harnstoff + Leem Enzym 
+ 2 cem H,O. 














Tabelle LXV. 
Pu vor 6,37 | 7,12 | 7,12 | 7.59 | 7,83 Е mm em | 8,65 | 874 
рн nach 6,66 | 747 | 141. 820 | 8,75 | 3,90 9.05 | 9,34 | 9,34 
Steigerung. || 0,29 | 0,35 | 0,35 0,61 | 0,92 ' 0,93 ' 0,99 ; 0,69 | 0,60 


Mit Anwendung der Werte in Versuch 56 bis 60 bzw. 61 bis 65 
sind die Kurven in Abb. 26 bzw. 27 gezeichnet, wobei „pa vor“ als 
Abszisse und die ?yr-Steigerung als Ordinate gewählt wurde. 
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Nach Abb. 26, 27 u. 12 sind dann die Kurvenscharen in Abb. 28, 29 
und 30 gezeichnet. Sie gestatten, bei gegebenem Anfangs-p das End-py 
sofort zu finden und haben mir bei der Berechnung дег p,-Steigerung in 
allen folgenden Versuchen als graphische Interpolationstafeln gedient. 
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Abb. 30. Interpolationstafel für die Рн Steigerung bei 0,5 М Phosphat. 


Kapitel X. 
Einfluß der Phosphatkonzentration auf die Lage der py- Optima. 
76. Für den Einfluß, den die Harnstoffkonzentration auf die 
Lage des p3-Optimums der Sojaurease ausübt, habe ich folgende 
Tabelle zusammengestellt: 














Harnstoffkonz i ! g ‘ Wabrscheinlicher Optimalpunkt 

"WE ` mama ET 

o EEN | gefunden i berechnet 

| 

0,001 67 | SS op 700 
0,003 125 — Mi320 | — — ' 7,83 
0,006 25 = мш, 114—178 7,76 7,76 
0,0125 --- М80 7,66—7,72 7,69 7,69 
0,025 = М40 . 155—765 7,62 7,62 
0,05 = M!20 7,50—7,60 — 7,55 | 7,55 
0,1 = М10 7,40—7,50 — 748 | 7,48 
0,2 = 2M/I0 7,30—7,50 | 7,41 | 7,41 
0,4 -= 4M,10 7,30—7,40 7,35 7,34 
0,8 -- 8M/10 7,25—7,35 ' 7,27 7,27 
1,6 — 16М10| 7,15—7,25 : 7,20 7,20 
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Die Optimalpunkte sind nach der empirischen Formel: 
De -Optimum = — 0,2326% Ina + 7,25 
berechnet (siehe unter berechnet). 


Diese Formel besagt übrigens ganz einfach, daß die relative Ver- 
änderung der optimalen Wasserstoffionenkonzentration J proportional 
der relativen Veränderung der Harnstoffkonzentration a ist. Denn 
dann hat man: 

dJ da 

а 
d.lnJ = К.4.та 

т = К.та +c 


10] ».] = К1® та + с. 
Nennen wir den zu J gehörigen Ge Wert р, so wird 
— р = К па |с 
р = — K Pina — с. 
Setzen wir 
K = 0,2326, — су = 7,25, 
so bekommen wir die vorige Formel 
= — 0,2326 . Ina + 7,25. 
7,25 ist das p,,-Optimum, wenn а = 1. 
Wenden wir natürliche Logarithmen im rechten Gliede an, so 
wird die Formel abgekürzt: 
р = — 0,1 тпа + 7,25. 


Es ist indessen nicht ausgeschlossen, daß ein Einfluß auf die Lage 
der рн-Орйта durch die übrigen mitwirkenden Faktoren, und zwar 
die Konzentrationen von Phosphat, Enzym und Reaktionsprodukte, 
ausgeübt werden könne. Diese Sache habe ich in diesem und den 
zwei folgenden Kapiteln untersucht. 


Zuerst wurde der Gehalt der in dem Folgenden angewandten Harn- 
stofflösungen festgestellt. 
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Versuch 66. Gehalt der Harnstofflösungen. 
Tabelle LXVI. 
© MI | | mg NH 
Enzym Phosphat H,O Harnstoff , „ Hemmstofle | s dat 
ccm , ccn | ccm | | konzentration С berechnet | _ёчбипдсв 
1 | 2 6 leem M32| Ma um | 107 
1 2 6 1,„ M;32 M320 1507 1,07 
1 2 6 1 „ М6! М [160 и 213 2 14 
1 2 6 1, М8 | M80 | 426 4,29 
1 2 6 1, M8 М /80 | 4,26 4,29 
1 2 6 'l „ Mi у М;40 ' 852 8,49 
1 2 6 1, Mi: M4 8 52 852 
1 2 6 1 » м2 M20 17,03 | 17,02 
Ва = 9 1, М32! М320 — © Oj- 
Se? ы) 9 l „ Mjl6  M/160 == d 
= = 9 l „ М8 Men = 01. 
ВЕ == 9 1, М4 мо | — o% 
-  — 9 1, M2 Мо © — 0| 5 
г | = 9 =з — = 0)* 


Enzym: frisch (16: 75, 2 Stunden). 


ratur 19°. 


durch 50 ccm gesättigten K,CO,. 


vermieden. 


py der Phosphatmischung 7. 





Н 
Totalvolumen 10 ccm. Tempe- 
Reaktionszeit 3 Stunden. Saugen 14 Stunden. МН, freigemacht 
Schäumen durch eine Schicht Paraffinöl 


Die Lösungen, die unver Annahme eines Molgewichtes von 60,5 (в. hier- 
über Versuch 52) bereitet sind, können also als richtig angesehen werden. 


Versuch 67. pe -Optimum bei M/320 Harnstoff u. 0.5 М Phosphat. 











Tabelle LXVII. 
ма | | сак, Мах. | Рн 
am ae Ban Harnstoff Yan | mas Мп; | NHs 
ccm | ccn | ccm, ERS: Min. m3 mg vor | nach | Mittel 
115.3 eem MI? | М/320| 2 | 1,07 | 0 16,37 | 6,37 | 6,37 
1 Ba э б 2 1,07, 0,13 | 7,02 | 7,02 | 7,02 
U: 5,2 231: дем ш 2 11,07, 0,46 ,7,60 | 7,63 | 7,62 
WEE BE: мол 2 |1,07 0,51 7,75 | 7,79 | 7,77 
1 5 3.1 ,„ Së S 2 11,07 0,511 7,75 | 7,79 | 7,77 
1 5 зар | 2 11071 0,46 17,96 | 8,01 | 7,98 
1 5.31 2 !1,07' 0,26, 8,93 | 8,97; 8,95 


а frisch (15: 75, 2 Stunden). 
Versuch 68. pg-Optimum bei M/320 Harnstoff u. 0,2M Phosphat. 





Mil 


| 
Seed Prus H,O A 


phat | Harnstoff konzın» I NH; | NH 
{га поп 
ccm | сып соп | Min. mg m 
1 ° 6 6 | 1 cem M/32 ' м /320 2 `1,07|0,06 
1 21611, „ н 2 1,071 0,29 
1 2 8-3; P 2 2 1,07 | 0,59 
1. 31.2 б К Б» Em s 2 1,07 | 0,65 
L 5.2.5 E 5, ч 2 1,07 0,65 
1 2 | ll e н 2 1,07' 0,61 
r > 2 бз зэ» SS 2 1,07, 0,43 
Eozym: dasselhe wie in Versuch 67. Teriperatur 200. 











Temperatur 200. 


_Tabelle LX VIII. 


Веак. 


Harnstoffs | Max. ` 





ә 








| Рн 

| vor | nach 
6,37 | 6,37 
7,02 | 7,04 
7,59 | 7,66 
7,73 | 7,83 
7,73 | 7,83 
7,91 | 8,03 
8,74 8,84 











\ ж ч a IR av А 
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Versuch 69. p1-Optimum bei M/320 Harnstoff 
und 0,1M Phosphat. 


Tabelle LXIX. 


























SERIES IS Е 
EE Re Мах. Рн 

asym a њо. Harnstoff kens, ze Kb rg N H3 мн, | Së 
com | com Le) LU | Mia | mg | mg у VOF | mach Mittel 
1 | 1 | 7 | loemM/32|M/320| 2 |1,07 0,13 | 6,37 | 6,38 | 6,37 
1 тп» „о 2 | 1,07 | 0,39, 7,02 | 7,06 | 7,04 
1 1 к. E 2 |1,07 | 0,721 7,58 | 7,74 | 7,66 
1 ЕУ me 2 | 107| 0,72l 7,71 | 7,89 | 7,80 
1 кол К. g н 2 1507 | 0,72 7,71 |7,89 | 7,80 
1 КОЛ Буу э 2 |1.07|0,61| 7,87 | 8,03 | 7,95 
K än ia er 2 |107 |0,57 | 8'58 | 8,78 | 8.68 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 67 und 68. Temperatur 20°. 


Versuch 70. py-Optimum bei M/40 Harnstoff 
und 0,5 M Phosphat. 















































Tabelle LXX. 
м вт Вю | Men, pe 
| Н toffs! 4; 8 Мах. Рн 

Enzym | Fhose | H2O; напор | konzene | 4908" | МЫ, | Hin ` 
eem ! om | сет | | | tration | Min. mg mg | vor па‹Ь мн 
S ZC 7 a m ЕЕ ый En en Eee ee Nr EE rn ERON Se ойы ыы en Сш Kee ни 
1,5 |— | 4cemM/16| М/40 | 3 [8.52 0,19 6,37 | 6,37 | 6,37 
1:5 [1-4 a » М 3 18,52 | 0,70 || 7,02 | 7,04 | 7,03 
1 6 4, „ = 3 8'52 0.95 7,50 | 7,54 | 7,52 
1% |4» „ „ ‚3 [8,52 1,011 7,60 | 7,66 | 7,63 
1 е Р e |3 8,52 | 0,97 | 7,68 | 7,75 | 7,71 
4, „ „ 1 3 18,59 os 8,13 | 8,20 ! 8,17 
GJ E qsti N „1 3 18,59 0,42 || 8,93 ' 9,00 | 8,97 

Enzym: frisch (20: 100, 2 Stunden). Temperatur 18,29, 

Versuch 71. pa-Optimum bei M/40 Harnstoff 
und 0,2M Phosphat. 
Tabelle LXXI. 
|ома | {| А | mac II pH 
р ‚Н егтѕіо tons, Мах. | D 

75 e "kt Harnstoff ` konzen, ВА NH; Ne d, Е Së | 
сет | cem | ccm | tratıon | Min. mg mg | vor | nach | Mittel 
ı | 2 ' з |4cemM/I6! МО | 3 | 8,52 0,36 6,37 | 6,39 | 6,38 
1 2 |3 4„ „б „1 3 8,592 | 1,05 | 7,02 | 7,10 7,06 
BEE о З 18,52 Lä, 7,50 | 7,64 | 7,57 
1 | 2 | 3 ji. „ 3 852 | 1.46 | 7.59 | 7,75 | 7,67 
1 2 зан „у 13 8,52 1421 1,68 7,84 | 7.75 
1 | 2 | An о ж 3 8'52 | 1.00 8,06 8,28 | 8,17 
1 ох NE e = З 8,52 0,78 |8,74 8,90 8,82 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 70. Temperatur 18.2°. 
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Abb. 31. рн ,Орќітшт bei М|320 Harnstoff und 0,1, 0.2, 05 М Phosphat. 


у М) Zu Versuch 70 bis 72. 
180 
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Abb. 32. ру. Орітит bei М/40 Hamstoff und 0,1, 0,2, 0,5 M Phosphat. 





mg NH, Zu Versuch 73 bis 75. 
3,20 





„aM Phosphat 
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Abh. 33, Pg’ sOptimum bei М/10 Harnstoff und 0,1, 0,2, 0,5 M Phosphat. 
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‚ch 72. рн-Орышим bei M/40 Harnstoff u. 0,1 М Phosphat. 
Tabelle LXXII. 























р ane e Мах. | PH 
gege ЊО! Harnstoff енер Чопа | NH; | МН» E EE 
Ge IA tration Min. ` mg mg vor | nach |99 
1 | 4 |4ccmM/l6, М/40 | 3 |8,59 |0,64 6,37 | 6,44 6,40 
1 4\4 Ae 5 » .| 3 |8,52 1,43 | 7,02 7,18 | 7,10 
1 44, u sp 3 |8,52 | 1,76 | 7,40 | 7,68 | 7,54 
1 414, an de 3 18,52 1,62 7,58 | 7,95 | 7,76 
1 4 4, u e 3 |8,52 | 1,20 8,00 | 8,34 | 8,17 
1 d, AE р ж 3 18,52 | 1,07 8,58 | 8,96 | 8,77 


nzym: dasselbe wie in Versuch 70 und 71. Temperatur 18,2°. 
479 Kirsuch 73. Рн-Орйташм bei M/10 Harnstoff u. 0,5 M Phosphat. 





und 01 02 -:. Tabelle LXXIII. 
ма | ы, Кее РР у | De 
| ` phat Harnstoff Коптеп, | zeit 3 
gu com tration Min. mg mg vor | nach |Mittel 




















— | 5 | 2 | 2ecmMj2 | M/10 6,86 
5 2 2 „ „ sn 1, 04 
SÉ 5 2 2 ‚, „э ‚, 7,21 
5 2 2 ‚, „ „ 7,65 
5 2 2 „э „э „ 1,94 


KH Enzym: frisch (15:75, 1 Stunde). EE 179 


сас Гегвоас)һ 74. pg-Optimum bei М/10 Harnstoffu. 0,2 М Phosphat. 
Ы Tabelle LXXIV. 


{ 





Harnstoff- 
konzen- 
tration 


2 Mi | Reak» | 

‘ızym, Phos- | H,O tionss ra МН. . Рн 
| pbat zeit 3 
EE Ze eem | ccm Min. mg mg | 


E re 


Harnstoff 

















‚; 





kel bei bei bel ү уы 
мМ Н 
мо м м 


Enzym: dasselbe weie in Versuch 73. Temperatur 17% 
Versuch 75. pg-Optimum bei M/10 Harnstoffu. 0,1 М Phosphat. 



































20002. LAA У. 

и Ры, H,O Harnstoff A Мах. | мн; PH 
phat Harnstoff Коптеп, | zeit NH; fe EEE 
tration Я vor | nach "Mittel 
ccm ccm ccm Min. | mg Ak mg eg Geh seat 
т FI | 6 |2ccmM/2 | мло | 6 [34.07 3,031 6,85 | 7,15 7,00 
1 1 6 25 ээ 53 6 34,07 | 3,06 | 7,021 7,34 | 7,18 
1 1 62, , я 6 34.07 | 3/12 | 7,20 | 7,58 | 7,30 
1 1 62, p 5 6 34,07 | 3,08 7,40 |7,88. 7,64 
1 1 6 2:755 Sa ы 6 34,07' 2,82 ' 7,58 8, 18. 7,88 
1 1 6 2°, 7 55 | 6 | 34,07 2, 28. 7,78 |8, 38 | 8,08 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 73 und 74. Temperatur 17°. 
Biochemiscbe Zeitschrift Band 137. 15 
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Versuch 76. p,-Optimum bei 0,2 М Harnstoff 
und 0,5M Phosphat. 


Tabelle LXXVI. 






































MI | 
у | ой, ах PH 
EE чеч ж Harnstoff Kassen со МН | МН: i =з 
SE Gem aa неля Мїп m mg vo | nach | Mittel 
1! Б — :4cemM/2 02M 3 68,14 0,58 6,37 6,38 6,37 
lı 5 С ER 0,2. a 3 68,14. 0,99, 6,85 | 6,87 6,86 
1.57 26 Se: e, ze "Lag 3 68,14 1,17 '7,28 | 7,31 7,30 
1 | 5 =; "Min oe с. М e A 68,14, 1,17 7,40 | 7,43 : 7,42 
ER фе 0,2, 3 68,14 ' 1,19 7,40 | 7,43 7,42 
1 Ие: = = = ку E d 3 | 68,14 0,95 | 7,96 | 8,06 : 8,01 
1|5 – 4. sw 190,8, , 3 1,6814: 0,47' 8,93 | 9,01 8,97 
Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden). Temperatur 19,7°. 
Versuch 77. ?g-Optimum bei 0,2 М Harnstoff 
und 0,2M Phosphat. 
Tabelle LXXVII. 
RS" зыл. т< Па Жар. ыы Кы! ш 
ER H toii; = Мах. | PH 
"mm gé? ж Harnstoff ` Kenzeg, “ons М ч ТРЕ урек; Dee 
mm. _ ER Mn me lie bes 
1.2 3 '4ccmM/2 | 0,2M 3 '68,14 0,9. 6,37 | 6,40 | 6,39 
1 2 dr. A. co. RE Ө 68,14 1,44 6,85 6,95 6,90 
1 оф зне SÉ re D DEM 1,64 ; 7,28 | 7,42 7,35 
1 2 Ж "az ke 052.5 3 68,14 | 1,66 || 7,28 | 7,42 | 7,35 
1 2 O a Lee Do 0,2 „| 3 '68,14 | 1,64 ' 7,40 | 7,54 | 7,47 
1 2 dh № д. ép 0,2 „, 3 68,14 1,28 7,91 8,17 | 8,04 
1 234, „ '0,2,1 3 68,141 0,861 8,74 | 8,95 | 8,85 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 76. Temperatur 19,79. 
Versuch 78. ?4-Optimum bei 0,2 М Harnstoff 
und 0,1 М Phosphat. 
Tabelle LXXVIII. 
ТАМИ элк ee Reak» ERS: 
Enzym Phos. H,O, H EA eg SE NH. Pu eech? 
phat ` arnstoff Коптеп, we. 3 ! Lee 
eem Gem, ` en | tration | Min, ; mg | mg | vor , nach ;Mittel 
ат 4 m ЕС ак en, ZE Eege DEN E mn Ee эй Gemeng "GC че = 
1 1 4 |4cemM/2 02M 3 68,14 1,39 6,37 6,52 6,45 
1 1 4 | 4 "EE BE zu 3 68,14 | 1,83 6,85 7,05 6,95 
1 1 у^ A һе 0,2 > A 68,14 | 1,86 728 7,54 7,41 
1 1 # e "ag 0,2 „ 3 68,14 1,90 7,28 7,54 7,41 
1 1 d re u. D. 3 68,14 | 1,87 | 7,40 ' 7,70 7,55 
1 La Di A 368; 1,43 | 7,87 8,25 8,06 
1 L «|4 a 0%, 3 6814111718568 '9.00 816 





Enzym: dasselbe wie in Versuch 76 und 77. Temperatur 19,79. 
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Versuch 79. ?g-Optimum bei 0,8 М Harnstoff 
und 0,5M Phosphat. 


Tabelle LXXIX. 





m - 


Harnstoff» AFS Max. NH 























konzens Zeit N H3 | 
tration Min. = | me = e WE ap E Mittel 
—. | 4ccm 2M 0,8M 3 |212, 54 1, 18 | 6,69 6,70 6,70 
— 0,8 ,, 3 1272,54 1,34 | 7,02 | 7,05 | 7,03 
0,8 ,, 3 '272,54 1,36 | 7,20 | 7,23. 7,21 
0,8 ,, 3 272,54 1 ,40 | 7 ‚20 T, ‚23 | 7,21 
0,8 ,, 3 212, 54| 1,27 7 A0 7,44 | 7,42 
0,8 ,, 3 ‚272, 54 1,23 | 7,75 7,85 | 7,80 
0,8 ,, 3 1272, 54 0,45 8,93 9,01 | 8,97 








Enzym: frisch. (15: 75, 2 Stunden). Temperatur 20°. 


Versuch 80. pg-Optimum bei 0,8 М Harnstoff 
und 0,2M Phosphat. 


Tabelle LXXX. 


H Max. 
Коптеп» А | SC 
tration in. nach миш 


























































0,8М.| 3 1272,54 1,73 ‚80 | 6,74 
0,8, | 3 7,08 
0,8 „ | 3 [272,54 1,86 7,27 
0,8, | 3 |272 ‚54 1,85 7,27 
0,8, | 3 1272,54 1,83 || 7,40 7,48 
0,8, | 3 1272, ‚54| 1,67 ‚73 7,86 
0,8 | 3 1272,54 0,79 8,74 8,84 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 79. Temperatur 20°. 
Versuch 81. pe -Optimum bei 0,8 М Harnstoff 
und 0,1M Phosphat. 
Tabelle LXXXI. 
Gel d. Lol mu Ке; | Мак an. Pe 
пур о н Harnstoff an zeit N H; а >= С 
ec) | ration | м Min. mg mg | vor | nach | Mintel 
em —- u Sen SEH KEE Se = 
111 | 4 | 4cem 2M | о8м| з 1212.54 1,95 6,69 6,91 | 6,80 
1 | 1 d IA n» 0,8, | 3 272,54: 2,09 17,02 |7,26 7,14 
1! 2 1414, "Aë, | 3 272,54 2,02 7,20 , 7,46 ; 7,33 
1 lid 4„ ров, | 3 |272 ‚4 2,02 7,20 1,46 | 7,33 
1 | 1 04 4 „о „108, 3 27254 1,97 7,40 7,72 756 
1 L 1414, „ | 08, | 3 272,54 1,65 7,71 8,13 7,92 
па (аар 08, | 3 127254] 1,09 8,58 | 8,97 ‚ 8,78 





Enzym: dasselbe wie in Versuch 79 und 80. Temperatur 20°. 
15* 
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80 402, 
Abb. 35. рц Optimum bei 0,8 М Harnstoff und 0,1, 0,2, 0,5 М Phosphat. 
Zu Versuch 83. 
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Abb. 36. Abb. 38. 
Py’ Optimum bei M|160 Harnstoff und Е =. Py Optimum bei М[20 Harnstoff und E = 15. 


пу NH, Zu Versuch 82. 





Abb. 37. p,7-Optimum bei ММО Harnstoff und Е = 1/10. 
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Untersucht wurde also der Einfluß auf Фе Lage der рн-Орйшта 
von den Phosphatkonzentrationen 0,1, 0,2 und 0,5 М bei den Harn- 
stoffkonzentrationen M/320, M/40, M/10, 0,2 und 0,8M. In den 
Abb. 31 bis 35 sind das mittlere рд der Reaktion als Abszissa, die 
entwickelte Ammoniakmenge als Ordinata eingesetzt. In keinem 
Falle erhielt ich Kurven, die mit den früher gefundenen p,-Optima 
unvereinbar waren. Die Tabelle auf S. 220 über die Lage der p,-Optima 
in ihrer Abhängigkeit von der Harnstoffkonzentration gilt also von 
der Phosphatkonzentration unabhängig. 


Kapitel XI. 
Einfluß der Enzymkonzentration auf die Lage der p,,-Optima. 
77. Durch Verdünnung einer frisch bereiteten Enzymlösung 
(Aktivität Е = 1) wurden die in den folgenden Versuchen angewandten 
Enzymlösungen hergestellt. 


Versuch 81а. ?„-Optimum bei М/160 Harnstoff 
Enzymkonzentration !/, und 0,2M Phosphat. 


Tabelle LXXXIa. (Abb. 36.) 





Eazym| A Phos H,O | 


























(1: 20) 
ccm р ge ccm | a 
| 

112 | 5 2ccmM/32 : Milon 27 | 2,13 | 0,47 . 7,0 7,55 | 7,52 
1 2 50, ,, | ,, 27 | 2,13 0,54 7,60 7,65 7,63 
1 | 2 5,90... - уу $ 27 | 2,13 | 0,56 | 7,68 1,15 111 
1 о |62, у, ` 27 | 213 | 0,54 177717851 781 
l; 2 5 2, p H 27 | 2,13 0,50 7,86 | 7,95 ' 7,90 


Enzym: 10ccm einer frischen Enzymlösung, aus 10g Sojabohnen- 
mehl + 100 ccm H,O durch Digerieren während einer Stunde bereitet, 
wurde mit 80 ccm H,O vermischt. Aktivität etwa !/,, der gewöhnlichen 
Temperatur: 19. 


Versuch 82. pg-Optimum bei M/40 Harnstoff, 
Enzymkonzentration !/,, und 2M Phosphat. 


Tabelle LXXXII. (Abb. 37.) 





























Enzym Mil | Harnstoff. Reak. ax. | Рн 
(1: 10) Koch Но | Harnstoff | Коптеп» | es N H3 МН; | Ss 
dem. ccm- Dt ies tration Min. | mg : mg | vor | nach |Mittel 
= na ae [у= SERA D EE ern en EE 

| | 

1 | 2 M/40 | 30 | 8,52 | 1,28 7,20 1,30 1,25 
1 2 2 30 8,52 О, 7,40 | 7,52 7,46 
1, 2 в 30 | 8,52 1,44 | 7,60 | 7,75 7,68 
1 2 8 | 30 | 8,52 1,24 7,77|7,96 7,86 
1 2 >» | 30 | 8,52 1,03 | 8,00 | 8,20 8,10 
Enzym: 10ccm einer frischen Enzymlösung (15:75, 1 Stunde) 


+ 90 ccm H,O. Temperatur 18°. 
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Versuch 83. p„-Optimum bei M/20 Harnstoff, 
Enzymkonzentration !/, und 0,2 М Phosphat. 
Tabelle LXXXIII. (Abb. 38.) 
Enzym’ МИ | nl _`Нальнов,| Bee: | Max. |, Pu 
(1 : 20): e? HO Harnstoff Копхеп; гова ‚ NH; di Ke 
cem | cm ccm W Е en | Min. 1. eg EN | Bi Paa den 
1' 2 5 Zeen M/4 , M/20 | 27 7, o Age? 7,28 17,33! 7,31 
1 2159, ,, ь„ 1 27 [17,03 0,6817,40 | 7,46 7,43 
1 2 5 2, „ | „ | 27 117,03 | о 7,57 7,54 
1 2\5 250 non | 27 | 17,03: 0,66 | 7,6 7,64 
1а Бер р 1 Әт |1703 067 | 7.68 7,68 | 7,77 |7,79 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 81. Temperatur 19°. — 
Versuch 84. рн-Орйтиш bei М/10 Harnstoff, 
Enzymkonzentration Ti und 0,2 М Phosphat. 
Tabelle LXXXIV. (Abb. 39.) 
SM Io. al Baak | vw 
Е H toffs: +: ‚ Мах. 
(1:10) gie | H0 Harnstoff Коло. | en | N H3 
EE E tration Min. =й ge EE d vor ете nach Mittel 
Seel =: 5 м erg == 1 Sait ыбы 
| SÉ | 2 Ces fe 
г 2 ! 5: 2cemM/2 Min! 30 ЕЕГ 1,39. еле йа 
| 2 Бн „о y 30 зот дн 7,20 | 7,31 | 7,95 
1 В. Эт he с... 30 34,07! 1,50 7,40 | 7,53 ! 7,47 
1 2 5 2, , > | 30 :34,07 | 1,50. 1,60 7,76 | 1,68 
1.2 52, „ | ,, | 30 134,07 1,37 7,77 7,98 | 7,87 
Enzym: dasselbe wie in Versuch 82. Temperatur 18°. 
Zu Versuch 84. Zu Versuch 85. 





20 Zi 5 Wi 5 


50 “ж я 70 
Я 
Abb. 39. рц Optimum bei МПО Harnstoff und Е - (e АБ. 40. Bu: Optimum bei 0,4 М Harastoff und Е = Че ` 


Versuch 85. p,-Optimum bei 0,4 М Harnstoff, 
Enzymkonzentration 1/,, und 0,2M Phosphat. 





























Tabelle LXXX V. (Abb. 40.) 
(12:10; SE gedet Harnstoff og Ke NH; NH, ee E = 
ME cem cem | je tration Min. m | mg ` | vor er nach | Mittel 
ае о: ча 
1 2 5 | 2ccm 2M | 0,4M ed 30 '136,27 1,56 6,85 | бов | бә 6,90 
1 2 5.2 0.4 ,, | 30 '136,27 1,69, 7,12 7,24 | 7,18 
1.2 5 2 0.4” | 30 13627 1/70. 7,28 | 7,40 | 7,34 
1! 9 Б 2 4 0,4,, 30 136 ‚27 1,64 7,50! 7,65 7,58 
1 | 2 | 5 04, 30 136,271,54| 7,68 7,90 | 7,79 
Enzym: a wie in Versuch 82 und 84 Temperatur 18°. 
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Versuch 86. ?„-Optimum bei 0,8 М Harnstoff, 
Enzymkonzentration !/, und 0,2M Phosphat. 
Tabelle LXXXVI. (Abb.4].) 























Enzym H,O | | Рн 

(1:20), phat | Harnstoff оптеп” | zeit | 

ccm | ccm | cem tration Min. fin. | m mg S nach | Mittel 

a Ar aen DÉI EE А МИ 
1 | 2 3 | 4cem 2M | 0,8M 21 | 7,02 | 7,08 7,05 
1121314, „108, | 27 [272,54 0,877,12| 7.18 7,15 
1292 314 ,„, „ 10,8, | 27 1279,54 0,87! 7,20 | 7.26 | 7.23 
1 2 | 314, „ |08, | 27 [212,54 0,82" 7,28 | 7,35 | 7,31 
1 | 2314, „ |08, : 27 |272,54| 0,84: 7,40 | 7,48 7,44 





Enzym: dasselbe wie in Versuch Bla uid 83, Temperatur 190. 
Untersucht wurde die Lage der рр -Optima 
bei den Enzymkonzentrationen !/,, bzw. 1/10 
und den Harnstoffkonzentrationen М/160, 
M/20, 0,8 М bzw. M/40, M/10, 0,4M in 
Gegenwart von 0,2M Phosphat. Keine Ver- 
änderung in der Lage der рь -Орйта kann 
konstatiert werden. Die Kurven (Abb. 36 
bis 41) fügen sich zwanglos nach den früheren 
Optimalpunkten, deuten aber darauf hin, daß Abb. 41. рн, Орітит bei 
RE ; j Harnstoff und E - 1. 
mit sinkender Enzymkonzentration die py- 
Empfindlichkeit des Enzyms abnimmt, wodurch die au flacher 
und breiter wird. 





Kapitel XII. Einfluß der Reaktionszeit auf die Lage der py -Optima. 

78. Weil es nur bei den allerschwächsten Harnstoffkonzentrationen 
möglich ist, die verschiedenen Reaktionsstadien bei einigermaßen 
konstantem рн zu untersuchen, so habe ich für die Prüfung, ob die 
Reaktionsprodukte, d. h. die Reaktionszeit einen Einfluß auf die Lage 
der ?,-Optima ausüben, die Harnstoffkonzentration M/160 gewählt. 
Wegen der großen Geschwindigkeit des Umsatzes muß außerdem 
auch die Enzymkonzentration klein sein. 

Versuch 87. рн-Орйтиш bei M/160 Harnstoff, 


Enzymkonzentration !/ und Reaktionszeit 15 Minuten. 
Tabelle LXXXVII. 






































- | 
Enzym: MI H я, Reak: | Мах. Рн 
d: 10) сог ez Harnstoff | Кога 10007 N H3 МН» N 
сет | ccm | ccm | BEER | Min. | ma omg) Wee nach an 
ı ' 1 | 6 |2ecmM/32 M/160 | 15 | 2,13 |0,15 "6,37 | 6,39 | 6,38 
l | 1 62, p Е 15 2,13 | 0,44 7,02 | 7,07 | 7,04 
1 1 62, y „ ' 18 2,13 | 0,631 7,40 | 7,50 | 7,45 
l 1 62, „ |! „| 15 | 2,13 |0,707,68 | 7,85 7,76 
1 1 | о „| 15 | 2,13 | 0,68 17,68 | 7,85 | 7,76 
1 E 6 Ze эу Ж Е hb 15 | 2,13 | 0,55, 8,00 | 8,15 | 8,08 
1 16 12 15 | 2,13 0,35 | 9,05 9.15 | 9,10 
{ 0 
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Versuch 88. py-Optimum bei M/160 Harnstoff, 
Enzymkonzentration !/,, und Reaktionszeit 30 Minuten. 


Tabele LXXXVIII. 













Enzym! u s e, ne Рн 
(1: 10) geg Se Harustoff ны А Е 
ccm | ccm | ccm | tration ' vor | nach (ua 
1 1 6 em: M/32 Milon ‚38 
1 1 6 2 Lé LA | „э ‚06 
1 1 6 |2, | ‚50 
1 1 | 6 2 „ ‚, | , ‚83 
E 2 126120: 5 ‚83 
1 1 6,2 „ „ 8,2 ‚14 
1 1 | 612, up 2 ‚13 


Enzym: dasselbe wie in Versuch 87. Temperatur 17, 39, 
Versuch 89. рі Optimum bei М/160 Harnstoff, 
Enzymkonzentrations!/. und Reaktionszeit 45 Minuten. 
Tabelle LXXXIX. 


























Enzym. Mil Harnstoff. | КСК | Max. | | Рн 
(1:10) 290 HO Harnstoff KE SH NR; ` SR = | 
ccm E BE) tration Min. ing mg vor | nach эй шй 
Se SE SC Фо SI = T ee — u 
1, 1 6 ` 2ccmM/32' М/160 | 45 | 2,13 0,34 16,37 в 6,41 | 6,39 
l | 1 O EN Ж 45 | 2,13 |1,25,7,02| 7,16 | 7,09 
1 1 62, y и 45 | 2,13 | 1,66 : 7,40 | 7,66 7,53 
1 1 62, y ө 45 | 2,13 | 1,69: 7,60 | 7,99 | 7,80 
1 1 "KE ы оу de 45 | 2,13 |1,65 7,68 8,08 | 7,88 
1 во | 45 | 2,13 | 1,27! 8,00 | 8,34 | 8,17 
1 1 6 2 Е 6 45 | 2,13 | 0,87 |; 9,05 | 9,25 | 9,15 





Be dasselbe wie in Versuch 87 und 88. Temperatur 17,30. 





6270 60 80 700 0 e e S 800 W ew лы 
Abb. 42. Py Optimum bei M/160 Harnstoff und verschicdenen Reaktionszeiten. 
Aus der Abb. 42 ist ersichtlich, daß die Reaktionszeit — wenigstens 


bei kleinen Umsetzungen — wahrscheinlich keinen Einfluß auf die 
Lage der рн-Орйта ausübt. 
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Kapitel XIII. Die Zeitgleichung der Ureasewirkung. 
79. Ве den im folgenden mitgeteilten Versuchen wird sich er. 


keinen 





weisen, daß die früher von mir benutzte Größe К = = т = 


höheren Ansprüchen an Konstanz genügt: besonders ist sie von der 
Reaktionszeit in komplizierter Weise abhängig. Obgleich die Zeit für ` 
die Aufstellung einer endgültigen Gleichung für die Ureasewirkung 
bei weitem noch nicht gekommen ist — die Lösung dieses Problems 
fordert ja das Vorhandensein eines hochgereinigten Enzympräparats, 
genaue Kenntnisse über die Zwischenstufen der Umsetzung und 
über etwaige Aktivatoren und Paralysatoren, wie auch exakte analy- 
tische Methoden zur Bestimmung der Zwischenprodukte —, so habe ich 
doch versucht, eine praktisch anwendbare Lösung des Problems zu er- 
zielen für den Fall, daß die Umsetzung bei dem der Anfangskonzentration 
des Harnstoffs entsprechenden рн -Optimum und bei konstanter Tempe- 
ratur vorgeht. 
Die Variablen sind dann (in praktischer Hinsicht): 


E = die Konzentration des Enzyms. 

и =, е ‚‚ Нагпзіо в. 

х = ,, e der Reaktionsprodukte (als NH, be- 
stimmt und zusammengefaßt). 

ee d „ Wasserstoffionen im Optimalpunkt. 

f = ,„ Phosphatkonzentration. 

t = ,„ Reaktionszeit. 


Durch gewisse Überlegungen, deren Wiedergabe für die nach- 
stehende Darstellung belanglcs ist, und die ich deshalb übergehe!), bin 
ich zur folgenden Differentialgleichung gelangt: 


dE du dx di ‚ 4} dh 
Ке. + К, + Kz: + Kr — + К + Къ == 0, 
Е d x { / h 
1) Hier nur im kurzen: wenn der Zusammenhang zwischen den 
Variabeln 2, у, ... z eines Systems durch eine Gleichung: 
F (х, Y, ..., 2) = Const. 
ausgedrückt werden kann, so gilt: 
d F дЕ ФЕ 
e ш Баша эла 0 
oder, wenn 
IE Ra OF М „OF Be 
das ei dy y’ dasz 
gesutzt werden: Р F 
Ka Ку Y EE 


wo Kz, Ky, ..., К, Funktionen einer oder mehrerer der beteiligten 
Variabeln, aber auch Konstanten sein können. 
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wo Кр, Ku Kz, Кь К, und K, Funktionen einer oder mehrerer der 
beteiligten Variablen, aber auch Konstanten sein können. Die Ver- 
suche ergeben, daß letzteres (praktisch genommen) bei Кр, Ku, Ку, 
К, und K, zutrifft. К; dagegen repräsentiert eine nächst höhere 
Stufe und ist gleich K} .f zu setzen, wo К; eine Konstante ist. Die 
Integration liefert : 


Keis E + К, ти К. тх + Kilnt 4 Kj- f+ Кїї Ь = С. 


Empirisch habe ich gefunden, daß das letzte Glied Ką іп ^ erst 
in Funktion tritt, wenn h < 10—748, Aus rechnerischen Gründen 
habe ich daher ein Glied K, іп h,, wo № = 10—748, aus der Integra- 
tionskonstante C herausgenommen. Nach Übergang zu Briggschen 
Logarithmen, wobei 2.3 К; mit К, zu ersetzen ist, wird erhalten: 

Keln E + K„,lnu + Kzln x+ К, п Ку. } + Kry ln h/h = С}, 
worin das Glied K, ln h/h, nur eintritt, wenn В < ho. 

Diese Gleichung ist vorläufig als rein empirisch zu betrachten. 
In den inneren Mechanismus der Ureasewirkung gibt sie keinen Ein- 
blick. Sie verfolgt nur das praktische Ziel, dem Experimentator eine 
Möglichkeit zu geben, aus den durch Folins Methode erhaltenen 
Ammoniakmengen dio Enzymaktivität zu berechnen und in dieser 
Weise Vergleichungen zwischen zwei Fällen zu ermöglichen, auch 
wenn die äußeren Umstände — Reaktionszeit, Harnstoffkonzentration 
und Puffermenge — verschieden gewählt wären. 

Es gilt jetzt, die Konstante zu finden und sie konstant zu finden. 
Dabei ist es vorteilhaft, die Gleichungen für zwei Fälle in folgender 
Formel zusammenzufassen : 


E 
Kın— + К.т 24 К.т + Kiln + Ka — h) + Кр == ©. 
Е, u, x t h 


Kapitel XIV. 


Einfluß der Reaktionsprodukte. Bestimmung von Kz. 

80. Verfolgen wir die Reaktion bei sehr großer Harnstoffkonzen- 
tration, gleicher Enzym- und Phosphatmenge, bei рь Optimum, so 
gilt für das Anfangsstadium: 

E, = E, шз = щу | = fi № = h, 
Die Gleichung wird somit: 
Keln -- Kiln 2 = 0. 
Tı d 
Zur Bestimmung von К„ bekommen wir also die Formel: 
Kz p Int, — Int, 
К, Inz,—Inz, 


Studien über Urease. II. 235 


Versuch 90. Anfangsgeschwindigkeit bei 0,8 М Harnstoff, 
der Enzymkonzentration 1/2 und 0,1 М Phosphat. 




























Tabelle XC. 
ИЕ a жы 
79 2 | Max. , 
Н.О) Harnstoff |Нагозќой,. 880 мн, | МН 
tration > 
РС e E mg | mg 
E Zeen 4M 08M | 3 272,54 Man я 52,8 33,8 
62, 08 „ 6 272,54| 2,26 7,20 7,48 | 7,34 48,1 | 33,4 
т 108, \ 9 [272,54 3,26 .7,20 TO | 7,40 1464 34,6 
| u EX 








Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden) zum zweifachen Volumen verdünnt. 
Temperatur 19. 


Es berechnet sich: 


Kz 
aus 4, 4: — = = 1,155 
1-72 К, 
an А. Аз: 39 = 1,107 
ER) А, Аз: „э = 1,137 
Mittel: — На =. 1,133 К. = — 1,133 К,. 
К, 
Kapitel ХУ. 


Einfluß der Enzymkonzentration. Bestimmung von К,. 


81. In den Versuchen 91 und 92 wird Е zwischen den Grenzen 1:20 
variiert, die Zeit umgekehrt proportional der Enzymmenge gewählt, 
f, h und u bei den verglichenen Reihen dieselben. Die Gleichung wird: 

Kay Ё? — 1,133 Kiln 2 + Kıln h 0. 
E, SE, D 
Sieht man die Tabellen durch, so findet man, daß x, bald größer, 


bald kleiner, bisweilen gleich x, ausfällt. Ich setze deshalb 2, = x, 
und erhalte: 


t 
Ка o KR Кит = = 0, 
1 


К: ` IE, — InE, 
К р Ы Int, Int, о 
Nun ist hier stets: 


Folglich wird: 


i 
2 
> 
bel 
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Kapitel XVI. Einfluß der Harnstoffkonzentration. Bestimmung von Ку. 


82. Eine direkte Bestimmung von К„ durch Verfolgung der ganzen 
Reaktion bei einer kleinen Harnstoffkonzentration erwies sich als 
weniger zuverläßlich, teils wegen der Unmöglichkeit, рн konstant zu 
halten, und der damit zusammenhängenden Größe der Versuchsfehler, 
teils wegen der Kleinheit der zu bewertenden Zahlen. Doch brachten 
mir solche Versuche die Überzeugung bei, daß К, sehr klein sein muß. 

Ich bin deshalb einen anderen Weg gegangen. Versucht man, 
aus den Anfangsgeschwindigkeiten bei verschiedenen höheren Harn- 
stoffkonzentrationen K, zu bestimmen, so erhält man bei bestimmter 
Phosphatkonzentration freilich ziemlich konstante Werte an K,, aber 
K, zeigt einen deutlichen Gang abwärts mit der Phosphatmenge, mit 
anderen Worten: К, sinkt, wenn f sinkt. Ich mußte mich also von 
dem Einfluß der Phosphatkonzentration befreien. 


Versuch 93. Anfangsgeschwindigkeit bei 0,2, 0,8, 1,6M Harn- 
stoff und den Phosphatkonzentrationen 0,1, 0,2, 0,5 М. 


Tabelle XCIII. 






















































































> | E Bi H ff 25 | Мах Рн 

па Le tot, = 3 a р 
2 5 ZS Se Harnstoff er e 5| NHs | mA To 
24 ры tration 2 | | А 

| сст| сст | ccm Min) mg | mg || vor | nach | Mittel mg 
e / SH Р, FE ЕЕ ЭКЕ; i | 
А, |1|1|4 |4cemM/2| 0,2M | 3 | 68,14 1,95 тв 1,55] 7,42 о, 597 2.211 217 
A, | Те. 02. Lem 1,70 7,40 | 7,55 7,48 0,528 2,197 
As| 1|5|— 4, „|02, 68,14 1,18 7,40 7,43 7,42 0,5 

ЕЎ Mittel: 0, 55712,23 
в, |116, 4м 03 „ | 3 272,54 2,16 | 7,20 | 7,46 | 7 2.395 
В. | 112152, „| 08, | 3 272,54 1,92 | 7,20 | 7,34 | 7,27 |0,41812,369 
В: |11512 2, „ 038, | 3 272,54 1,44 | 7,28 | 7,31 | 7,30 |0,43712,425 

= | | Mittel: (0,459,395 

c,lılı аа, 4M16,|3 545,08 2,28 | 7,12 | 1,38 | 7,25 |0,387 2,487 
с, |1) 2134”, | 16” |3 545,08 2.08 | 7/12 | 7,27 | 7,20 |0,357 2,471 
Сз |115 —4, „|156, | 3 545,08 1,63 | 7,20. 723 722 |0,365 2,493 

| | | | | | Mittel: (03102484 

E | 





| | 
Enzym: frisch (20: 100, 2 Stunden). Temperatur 17,5%. 
Für jede der Reihen A, В und С gilt: 


Ku m4 К, ma + Кү. (fa— f) = 0. 
ui 
Die Differenz zwischen u, SCH u, ist hier so klein, daß sie sich 
nicht bei der Berechnung geltend macht, weil K„ sehr klein ist. Die 
Gleichung vereinfacht sich zu: Kin z,/x, + Kf(fa— fi) = 0 und die 
Formel zur Berechnung von К; wird: 
К; т me — i т т, 


Ka bh 
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Unter K,/K, sind in der Tabelle die Werte angegeben, die in der 
Ordnung 0,1:0,2, 0,2:0,5, 0,1:0,5M Phosphat berechnet sind. 

In der Besitzung der Werte K,/K. kann man ze, d.h. die Anzahl 
Milligramm NH,, die sich ergeben sollte, wenn die Phosphatkonzen- 
tration Null wäre, aus derselben Formel berechnen, in folgender Weise 
geschrieben: 1х = ln x + Kj/K.-f. Sie sind in der letzten Kolonne 
der Tabelle XCIII angegeben und zeigen eine gute Übereinstimmung. 

Die Mittelwerte von x, für jede Hauptreihe nebst den zugehörigen 
Werten an u sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 




















Tabelle XCIIIa. 

о \ Harnstoff» ‚ Мах. | = Ши ЕЕ d | | ku 
| | Ph fe 

5 Ge с. konzentation | рн e R | "Ek 
"te Dez —— ~ Е - - [ кы, аз СЗ — ES К. 
А! 02M ! 68,14 0 Optimal | о | 65.91 aus А: В 0,0545 
В| 08, 272,54 0 И Sie 27014 „ В:С 0,0530 
С! 1, _„_А:В 0,0536 








1,6 „ 545,08 | 0 = 2.484 1542,60 :B 0 
Ä | Mittel: 0,0537 





— Ku/Kz ist aus der Formel berechnet: 


Kulm 2 + К.п (29 — 0, 
(20) 
_ Км _ Е In (20) — т (Zoh 
Lë ти, — ти _ 
Es wurde also gefunden: X, = — 0,0537.K,. 


Aber К, = — 1,133 КЕ. Folglich К. = 0,061. Ke. 
Dieser Wert wird im folgenden benutzt. 


. Kapitel XVII. 
Einfluß der Phosphatkonzentration. Bestimmung von Kp. 


83. Nunmehr, wenn К/К bekannt ist, können wir K,/Kr für 
alle Harnstoffkonzentrationen bestimmen. Die Formel ist: 


KR sin E, + Kin “a + Kln T2 + Kiln % + Kr: (fa — Li == 0. 
Е, и, E l 


In den folgenden Versuchen ist stets E, = E}, ta = &. Erinnem 
wir uns, daß 





Ku К. 
— 0,061, = = — 1,133, 
Kr КЕ 33 
S ird 
nn 0,061 In? + 1,133 In”! 
Е К, = es К ОЛЕН ее 
Kr fa = fi 


Zuerst galt es indessen, die Frage abzumachen, ob die Phosphat- 
inaktivierung ein statisches oder zeitliches Phänomen sei. 


терн e 
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Der Übersichtlichkeit wegen stelle ich alle an — = erhaltenen 
E 
Werte in Tabelle CIa zusammen. 























Tabelle CIa. 
Ж Versuch o u 
_ Enzym ` КП | o SE 
_ (0,805) 
МЛ 60 Harnstoff | ‚ 0,531 
za Bien EE gë | ты: 
Mittel. . . | 0,566 | 
0 Versuch ` =; ou Kë o | % . o 
И “Enzym | ЕП ae PI | l ЕП RN GE Eé Be 
0,702 | 0,609 | 0,621 (0,736) | (0,506) 
M/80 Harnstoff - | 0641 . 0,563 0508 0006 0,573 | 0,610 
| 7 || 0656 ов 0,656 | 0,574 0673 | 0611 0,569 
Mittel | 0,666 | 0,582 | E 0,658 | 0,592 0,590 
Versuch 
| 2 ayi A m D | ы E 
| (0,780) 
M/20 Harnstoff - - in 0,64 
| 0616 0,676 | 
Mittel | 0659 ' 
| к oe | дв 98 8 | 
„Муш ' ЕП SAL, |. Е|2 Е'20 


M/10 Harnstoff 0,517 0, 629 | 0,583 | 0,627 


0,562 | 0,636 | 0,621 | 0,622 | o 
мше... d 0,540 ` 0,640 | 0,602 | 0,619 | _ 


| 
WI (0, oam 0,655 (0, 134) 0,609 
| | 











Versuch || ря | 
‚Enzym К 1 Bi Eil 


18 0,612 00,77) 0,677 





0,2 М Harnstoff 0,551 | 0,537 | 0572 


‚ 0566 | 0,564 | 0598 
Mittel. ... 0,576 Ak 0,551 e 0,585 séi 


REN у 3 Э 
Enzym en Ei 


| 0,518 (0,651) 
04 М Harnstoff | 0.599 — 


3 


0,579 — 





Mittel. . . 0,589 | (0,651) | 


1% 
Ф 
ә! 
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Tabelle CIa. (Fortsetzung). 




















Versuch | 10 | 10 | Е 10 
А Enzym | ЕЛ ЕП | m E2 | So 
| (04б). 0,433 | (0,580) | (0.922) aaen) 
0,8 М Harnstoff ' 0.508 | 0,457 | 0,475 | 0467 | 0 
= L 0487 | 0,451 | 0,499 | 0,581 |’ 0,476 
Mittel... . | 0,498 | 0,447 ; 0,487 i 0,524 | 0,492 | 
ЕО TEEN | WI IN WEG 
BEEN Enzym Kai Ж 
| (0451) 
16 М Harnstoff 0.400 
Ai 0,410 
Mittel. . . | 0,405 | 


Die Werte an s sind in der Ordnung 0,1: 0,2, 0,2: 0,5 und 
E 


0,1:0,5 М Phosphat berechnet und angegeben. Der erste Wert, 
der also aus den Phosphatkonzentrationen 0,1 und 0,2M erhalten 
ist, fällt in 12 der 22 Fälle außerhalb des Gebietes der zwei folgenden. 
In der Tabelle CIb bedeutet +, daß der erste Wert um mehr als 10% 
größer, —, daß er um mehr als 10% kleiner als das Mittel der zwei 
übrigen ist, und 0, daß er innerhalb 10%, mit dem Mittel der anderen 
übereinstimmt. 


Tabelle CIb. 
M:80 Harnstoff ....|0 0 0 — +- 
0,8M Harnstoff .... |- 0 ++- 


Es verhält sich also nicht so, daß bei kleineren Harnstoffkonzen- 
trationen der erste Wert stets größer, und bei größeren stets kleiner 
als die beiden anderen ist, sondern er ist bald größer, bald kleiner. 
Es ist also deutlich, daß hier ein Versuchsfehler sein Spiel gehabt hat: 
Die Ursache ist, daß ich — um Zeit zu sparen — die Phosphatmengen 
nicht mit der Pipette, sondern mit einem Meßröhrchen auf 5ccm 
abgemessen habe. Die praktische Folgerung ist, daß man auf das 
Abmessen der Phosphatmenge eine viel größere Sorgfalt verwenden 
soll, als z. B. auf das Abmessen der Harnstoffmenge, die eine sehr 
kleine Rolle spielt. 

Die. Mittelwerte auf — к für die benutzten Harnstoffkonzen- 

E 
trationen findet man in Tabelle CIc. 
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Tabelle CIc. 


Harnstoff: | TR о 
konzentration МИФ | М [80 | M120 м | 0,2 М | 04M 08M | 16M 





A д — — и 











ы, Fa! 

u. d оре. 0,615 0,659 | 0,600 | 0,571 | 0,490 0,405 
E | ы ОН В | 

Mittel ... 0,600 | 0,490, 0,405 


Die ersten Werte sammeln sich um die Zahl 0,6, die als Mittel- 
wert für M/160 bis 0,4M Harnstoff angegeben werden kann. Für die 
beiden höchsten Harnstoffkonzentrationen wird sie ein wenig kleiner. 

K 
Im folgenden werden für — ү: die bei „Mittel“ angegebenen 
E 
Zahlen verwendet. | 

Anmerkung: Der Gang der Konstante steht offenbar mit der 

Zusammensetzung und den Dissoziationsverhältnissen der Puffer- 


K 
mischungen in Zusammenhang. Obgleich bessere Konstanz am SS 
erhalten wird, wenn anstatt f der dissoziierte Anteil« . f bei der Berechnung 


angewandt wird, wo а — nach Leitfähigkeitsmessungen zu urteilen — 
gleich 0,70 bzw. 0,60 und 0,50 für 0,1 bzw. 0,2 und 0,5M Phosphat zu 
setzen ist, so habe ich doch in Anbetracht der Unsicherheit dieser Zahlen 
von deren Anwendung abgesehen. 


Kapitel ХУШ. 
Einfluß der Lage des p„-Optimums. Bestimmung von Ku 


84. Das Glied Кіл с tritt, wie früher erwähnt, erst in die 


0 
Gleichung ein, wenn A < họ. Ез spielt bei meinen hier mitgeteilten 
Versuchen keine größere Rolle, trägt aber dem Umstand Rechnung, 
daß q (siehe hierüber Kapitel XIX) ohne dies Glied beim Übergang 
zu den kleinsten Harnstoffkonzentrationen ein Abfallen zeigt, das 
übrigens zum Teil dadurch verursacht ist, daß hier der Reaktions- 
verlauf wegen der spitzen Form der p,-Kurven (siehe z. В. Abb. 31) 
nur teilweise unter optimalen pe - Bedingungen vor sich geht. Ich 
habe berechnet (aus Versuch 91, 92, 102—104): 


für M/20 Harnstoff ZA = (0,21) 
Е 

sn M/40 э ge. CS 0,17 

E М/80 1 an = 0,17 

‚, M/160 sn „ = 0,19 

Mittel: Ki = 0,18 


и шы _ шн ШЫНЫ 
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Kapitel XIX. 
Prüfung der aufgestellten Gleichung der Ureasewirkung. 

85. In Kapitel XIII wurde folgende Zeitgleichung der Urease- 
wirkung aufgestellt: — 

KelnE+K,Inu+ Kzinz + Kılnt +K,.f+ К» Im +- = С. 

-Ro 

In den folgenden Kapiteln XIV bis XVIII wurden die Koeffi- 
zienten Ku, К, usw. im Verhältnis zu Къ bestimmt. Die gefundenen 
Werte sind in Tabelle CId wiedergegeben, mit Angabe der Harnstoff- 
konzentration, aus der sie erhalten sind. 














Tabelle CId. 

Konzentration || MI160 | M/80 | MMO | M/20 | mno | о2м | oam | озм | 16M 

` ; ee — 
Ж ЖЕ 

9 7,76 | 169 | 762 | 7,55 7,27 | 7,20 
RE, See 0,061 | 0,061 

КОК жы DEE ш ER дш 1133 — 

EIER . | Ke Е Eh GE а: зр ср ы 


— КЕЕ. 0,60 | 0,60 0,60 | 0,60 | 0,60 | 0,60 | 0,49 | 0,405 
Кь|КЕ . | 918 | 018 | 0,18 | 0,18 | 0 0 0 0 0 


Wo Bestimmungen fehlen, ist der nächstliegende Wert einzusetzen. 
Ich will besonders betonen, daß die Zahlen nur bei dem angegebenen 
De angenäherte Gültigkeit beanspruchen. 

86. Die wichtigste Eigenschaft einer solchen Formel, wie die 
. meinige ist, daß sie die Enzymkonzentration ausdrückt. Ich habe 
daher С, durch 2 Kr — Kr In д ersetzt, wodurch nach Division mit Kg 
erhalten wird: 

К, К Кр, A 

lnq. E = eh nu Ch па к-п ТЕА (eh Be 

4 soll also — unabhängig von der der Menge 
des Harnstoffs und der Reaktionsprodukte, der Reaktionszeit, der 
Phosphatkonzentration und der verschiedenen Lage der p„-Optima —, 
wenn man die Reaktion bei dem betreffenden p,-Optimum fortgehen 
läßt, eine Konstante sein. Bei der Berechnung von 4 ist diejenige 
Enzymkonzentration gleich 1 gesetzt, die man erhält, wenn man in 
einem Totalvolumen von 10ссш Leem einer Enzymlösung wirken 
läßt, die durch zweistündiges Digerieren von 1 Teil Sojabohnenmehl 
in 5 Teilen Wasser und nachherige Filtration bereitet ist. Zum Ver- 

ak al. a 

gleich ist stets die Größe T’ d.h. | In = 
Anfangskonzentration des Harnstoffs bedeutet, mit der mittleren 
Harnkonzentration 0,2M als Einheit ausgedrückt. 








р mitgeteilt, wo a die 
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87. Die erste Prüfung bezog sich auf die Anfangsgeschwindig- 
keiten bei M/160 bis 1,6 M Harnstoff und verschiedenen Phosphat- 
konzentrationen bei рь -Optimum. 


Versuch 102. Prüfung der Formel. I. | 
Anfangsgeschwindigkeiten bei М/160 bis 1,6 М Harnstoff, 
0,1 М Phosphat und Е = 1 bei Рн-Орйтит. 


























Tabelle CII. 
=== Zn 
8 Harnstoff» = 
В 279 | НзО | Harnstoff konzen» ch 
E | а | tration 
ccm геа cem) о | | Min. | 
TERE | 1com МЈ16. M/160 | 3 | 2131133 |7,58|7,88| 7,73 || 44,3 |60,1 
1 |1 6 |2 „ „ | Mj80 3 | 4,26|1,50|7,58|7,92| 7,75 |39,3 | 62,9 
111.711, мМ; М20 3 | 17,03 |1,78 „7,40 |7,69| 7,55 | 39,9 | 64,1 
11162, „ | мло | 3 | 3407 1857.40 7,70] 7.55 || 40,5 | 62.2 
1 /1j4 4 „ | 02M | 3 | 68,14 [1.951728 7,55 7,42 |42,0 | 63,2 
111/6 12 „aM 08M | 3 2272,54 |2,16'\7,20|7,46| 7,33 || 46,0 | 63,5 
ı |ı 4 4 „ „ | 16М | 3 (545,08 2,28 7,12 7,38 7,25 |48,5 634 
| 55,4 
| | | ч 62,8 





Enzym: frisch (20: 100, 2 Stunden), unverdünnt. Temperatur 17,59. 


Versuch 103. Prüfung der Formel. II. 
Anfangsgeschwindigkeiten bei M/160 bis 1,6M Harnstoff, 
0,2M Phosphat und E=1 bei p,-Optimum. 





















































Tabelle CIII. 

ZS. H f | Se Ф ` Е LEE | 
Д = 5 ` НО! Harmstoff ышын 28 32 NH; ak Se 

5 £ tration $ > | vor | nach Mittel Е | 

ccm | сст eem) =< = Ми. | mg | mg | | | 
1:2 |6 |1сет М;16) M/160 | 3, 2,13! 1,14 [7,66)7,81 7,74 341 51,3 
ı 2 |65 |2 „n „| М80 |3 | 426|1,34 7,59 7,74| 7,67 342 | 62.6 
1 2|6 |1 „ М M% |3 1703 |152 |7,60|7,65| 7,58 | 338 | 615 
121512, » | MIO 3 ! 34,07 162, |7,54 | 7,47 | 35,3 61,4 
12134, „| 02M | 3 | 6814 1707,40 7,55| 7,48 || 36,7 | 62,1 
1 2|5 2 „aM| 08M | 3 272,64 !1,927,20|7,34| 7,27 |409 622 
1 21314, ei 16М | 3 545,08 2,08 |7,12 7,27| 7,20 144,3 62,8 
| 62,8 
| | | | | 614 








Enzym und Temperatur dieselben wie in Versuch 102. 


Versuch 104. Prüfung der Formel. 
Anfangsgeschwindigkeiten 
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bei 
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III. 
M/160 bis 1,6M Harnstoff, 


0,5 М Phosphat und E = 1 bei p,-Optimum. 















































Tabelle CIV. 
аве" TE Wat $ SE J Ке? 
<. 8 H tof- ı 2% 2 Р | | | | 
> Eé н, Harnstoff ep CU Sr МН. | | ak |9. Е 
ai | tration г = | | vor ‚nach | Mittel г Ж. 1778 
eem cem cem | u ‚Min. | mg | mg ` | 
== E - ZE — ed GE => We E _————= 35 — g | — - --— —— 
| sl: | 1ccm Miel wen | 3 | 213 083 17,75 7,81| 7,78 | 22,3 | 60,1 
ak 5 | 212 „ »„ ` М80 | 3 | 426 094 | 7681774. 771 |226 | 629 
1; 5'3|1 MIR. Mën | 3 | 17,03 1,03 | 7,50] 7,54 | 7,52 | 25,1 | 59,8 
118,818 41 МО [35401] 1,10 | 7,50 7,55 7,53 | 23,8 | 60,2 
1| 5'—'4 „ „' 02M | 3 | 68,14 [11817,40] 7,43 7,42 125,3 63,4 
1152.2 „aM | 08M | 3 272,54 1,44 7,28 7,31, 7,30 | 30,7 | 63,0 
115-14 „ ' 16M |3 GE кы кшш 7,22 32,5 63,0 
| | Det es 





| 


Enzym und Temperatur dieselben wie in Versuch 102 und 103. 


Die Versuche 102 bis 104 sind gleichzeitig ausgeführt und völlig 
vergleichbar. Eine übersichtliche Zusammenstellung der Ergebnisse 
findet man in Tabelle CIVa. 


Tabelle OIVa. 
(4 aus Versuch 102 bis 104.) 























Harnstoff; [ Phosphatkonzentration 
konzens — s ges e Mittel 
tration | 0,1 М | 0,2 М | 05M 
M/160 | 601 | 573 , 601 59.2 
М 80 629 | 626 62,9 62,8 
Мо : 641 : 615 59,8 62,5 
М/10 | 622 | 614 60,2 61,3 
02M | 632 | 621 63,4 62.9 
0,8 М 63,5 62.2 63,0 62,9 
16М | 634 ' 628: 63.0 63,1 
Mittel ` 62,8 61,4 61,8 62,0 


Die Formel gilt also für das Anfangsstadium bei allen Harnstoff- 
konzentrationen (Verhältnis der äußersten 1:256), von der Phosphat- 
menge unabhängig. 


88. Die nächste Prüfung bestand in einer Verfolgung des zeit- 
lichen Verlaufs der Reaktion bei М/80 Harnstoff, der höchsten Harn- 
stoffkonzentration, die überhaupt in dieser Hinsicht verwendbar ist. 
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Versuch 105. Prüfung der Formel. IV. 


Der Reaktionsverlauf bei M/80 Harnstoff, Е = 1, verschiedene 
Phosphatkonzentrationen bei py-Optimum. 












































Tabelle CV. 
u | Fe © фр | 
8 21 Harnstoff» Ze Р k , 
Е SS НО| Harnstoff Коптеп» Ch BZ МН; | [ "e Ф.Ё 
д ' tration > | vor 'nach | Mittel 
Du [24 
ar. BEE Min mg mg хе 
1 1i 6 {ссп М/16 М/80 4 426 11,09 760 7,85 167 402 1318. 
LILIE? a s $ 8 4,26 189 7,50' 7,88: 7,69 38,6 | 30,6 
1111612, ‚„ » 116, 426 |3,28. 7,40 7, 30,1 
КО Г Mittel 30,8 
ESTS э озы сы 4 | 496 ‚0,93 7,60' 7,70 7,65 |33,4 30,8 
112152, u mm 8 | 4,26 1,68 7,60 7,78 7,69 ‚34,0 30,5 
ооо 16 426 3,02 7,60 7,92 7,76 41,9 311 
| | S u Mittel 30,8 
1-Б ep „К y 4 4,26 оет zao 7,64 7,62 | 23,2 | 32,0 
15 2 2 nm | 8,426 1,11: 7,60) 7,67| 7,63 205 | 28,6 
11532026 [16 438 2,08 7,68. 7,82 7,75 22,8 928 E 
E | | | | | Mittel 30,1 





nein: frisch (15: 75, 1 Stunde), zweifach verdünnt. Temperatur 17,2°. 


d, E ist also auch von der Reaktionszeit unabhängig. Weitere 
Belege in dieser Hinsicht liefern die Versuche 106 und 107 und Ta- 
belle СУПа. 


| 89. Nachdem wir also sicher sind, daß ok von der zufällig ge- 

wählten Reaktionszeit unabhängig ist, können wir zu einer Prüfung 
über den Einfluß der Enzymkonzentration übergehen. In dieser Be- 
ziehung geben die früheren Versuche 91 und 92 Aufschluß. Die nach- 
. stehenden Tabellen, die aus diesen Versuchen zusammengestellt sind, 
enthalten die betreffenden Werte ап q. 


Versuch 91. Prüfung der Formel. V. g bei verschiedenen 
Enzym- und Harnstoffkonzentrationen. 














Tabelle CVa. 
EN Е Е mk анат Sat Яо 
Harnstoff; TINEO өп | 

Р А un | ES Mittel 
m | Ve 24 уз | ар | И 
М/40.... 625 25 | 630 62,7 
M/lO ... 563 631 . 618 " 604 
04M... 59,5 624 (| 626 | 612 


Mittel... 594 623 | 628 ` 614 
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Versuch’ 92. Prüfung der Formel. VI. q, bei 
verschiedenen Enzym- und Harnstoffkonzentrationen. 

















Tabelle CVb. 
Si WW De EE EE | Е И 

H toffs К 

eerste et — Mittel 
| 18 А 

52,9 52,9 | 51,9 
54,2 52,6 52,0 
met ER. 540 | 540 ‚ 52,2 
Mittel. .| 500 | 537 | 532 | 520 


Anmerkung. Ich schreibe hier o, weil die Enzymlösung in diesem 
Versuch in anderer Weise als gewöhnlich bereitet ist. 


Arbeitet man bei vergleichenden Versuchen mit derselben an- 
fänglichen Harnstoffkonzentration bei рь Optimum und wählt man die 
Reaktionszeiten in der Weise, daß die zerspaltenen Harnstoffmengen 


Versuch 107. 
Erste Reaktion. 


Reaktion bei NH, CI. 
Zweite Reaktion. 


Versuch 106. 
— Erste Reaktion. 


&+— Reaktion bei NH,CI. 
ke 
> Zweite Reaktion. 






0 3 6 , ЭМИ. 
Abb. 43. Zwei Reaktionen nacheinander. Einfluß von МН, Сі. (Versuch 106 und 107.) 


nahe aneinander fallen, so wird der Einfluß der immerhin unsicheren 
Koeffizienten Ku, К», Kf, Kn größtenteils eliminiert, und die erhaltenen 
Werte an q. E sind, glaube ich, ein exakter Ausdruck der Enzymaktivität. 
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90. In meiner Formel bedeutet E die aktive Masse der zugesetzten 
Enzymmenge, q.E ist ein Maß der wirklichen Aktivität derselben. 
Die hemmenden oder befördernden Einflüsse, die die übrigen beteiligten 
Faktoren ausüben, kommen in der Größe und den Zeichen der 
Koeffizienten zur Geltung und werden dadurch beseitigt. Es hat mich 
interessiert zu untersuchen, ob die aktive Enzymmasse sich während 
der Reaktion verändert oder nicht. Ich ließ deshalb dieselbe Enzym- 
menge zwei Reaktionen nacheinander ausführen und maß in einer 
Reihe die Aktivität der ersten Reaktion, in einer zweiten Reihe die 
Aktivität der zweiten Reaktion und in einer dritten Reihe außerdem 
die Enyzmaktivität in Gegenwart von einer Menge МН,СІ, die 
der in der ersten Reaktion entwickelten Menge Ammoniumcarbonat 
äquivalent war. (Versuch 106 und 107). 


Ein klares Bild über die Verhältnisse gibt die graphische Dar- 
stellung der Reaktionskurven in Abb. 43. 


Es ist deutlich, daß die aktive Enzymmenge während der Reaktion 
abnimmt. 


Interessant ist weiter, daß NH,Cl die Aktivität des Enzyms um 
ungefähr denselben Betrag herabsetzt, wie die äquivalente Ammonium- 
carbonatmenge, ein Umstand, der wohl mit dem Vorkommen eines 
gemeinsamen Bestandteils (der NH,-Gruppe) in Zusammenhang zu 
stellen ist. Sind nicht die Ammoniumionen, sondern das aus ihnen 
bei alkalischer Reaktion entstandene freie Ammoniak der haupt- 
sächlichste Inaktivator, so ist es zu warten, daß K, mit ри numerisch 
ansteigt oder mit anderen Worten, daß ob, mit dem zu kleinen Wert 
— 1,133 auf = berechnet, bei hohen Alkalitäten eine fallende Tendenz 


zeigen soll. 


91. Eine Auffassung über die Grenzen der Gültigkeit meiner 
Formel, die ursprünglich nur optimale p,,-Bedingungen absieht, können 
uns die Versuche 87, 88 und 89 verschaffen. Diese drei Versuche sind 
gleichzeitig und mit derselben Enzymlösung ausgeführt. Für den 
jetzigen Zweck teile ich die zusammengehörigen Daten in einer neuen 
Tabelle mit. 

Bei der Berechnung von 4. Е ist das Glied К» Ob weggelassen, 

0 
weil hier die Bedingungen für seine Gültigkeit nicht innegehalten sind. 

Ein Blick auf die Tabelle gibt den Eindruck, daß die alte und die 

neue Berechnungsweise ziemlich auf eins herauskomme. Die graphische 


Darstellung inzwischen zeigt entschieden die Überlegenheit der neuen 
Formel (s. Abb. 44). 
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| Prüfung der Formel. IX. 
Die Zeitreaktion bei M/160 Harnstoff, Е = !/,» 0,1 М Phosphat 
und verschiedenen Wasserstoffzahlen. 






































Tabelle CVIIa. 
Su BS NER PH ES 4.Е.10 а п’ | МН Рн = ен 
Min. | mg Mittel Min. mg Mittel | 
15 | 015 | 638| 63 86| 15 | 0,70 7,76. 362 | 500 
30 70 | 30 "123 783 389 487 
45 | 034 | 639| 54| 73| 45 (165 | 788 | 450! 471 


15 | 0,44 | 7,04 | 203 
30 | 082 | 706 | 219 
45 (195 | 700 | 267. 
15 |063 | 745 | 31,7 442 | 15 | 035 | 910 | 163 

119 | 750 | 370 464 | 30 1062 | 913! 156 | 21, 
45 | 166 | 753 | 455 472 | 45 |087 | 915 | 158 | 215 


0,93 | 638 | 52 
| 








Enzym: frisch (15: 75, 2 Stunden). Temperatur 17,3%. Reaktions- 
masse Leem Enzym (E/10) + 1 cem М/1 Phosphat + 6 cem H,O + 2 ccm 
M/32 Harnstoff. Harnstoffkonzentration M/160. Maximum МН.: 2,13 mg. 


$ 
Abb. 44 gibt ein klares Bild über das Verhalten der Größe 2 
die — obschon sie nicht konstant ist — doch für alle drei Reaktions- 
zeiten das richtige Ge Optimum liefert. Was qE betrifft, merke man 
JE- 
EE ЭШ БЇ ЕГ Ө ЕЙ И ТИПШЕ ШШ О ЕР Е В Ж ДЕ) 
BEE 


Kapen ee 
ү == 


9Е. 10 


~ 


Ka 


ЛЕ 


ЕЕЕ 





Abb. 44. Vergleichung von = und д. Е in ibrer Abhängigkeit von der Reaktionszeit und der 
Wasserstoffzahl. 

besonders, wie geschmeidig sie einer einzigen Kurve folgt, was den 
Vorteil mit sich bringt, daß die Versuchsfehler klar zutage treten. 
Nach der Kurve zu urteilen, scheint die aufgestellte Formel ein- 
schließlich der angewandten Werte der Koeffizienten (außer К») inner- 
halb recht weiter Grenzen (bezüglich der Wasserstoffzahl) zu gelten. 
Bei allzu kleiner oder allzu großer Alkalität dürften die Werte der 
Koeffizienten eine Korrektur brauchen. 
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Nach meinen Rechnungen über Barendrechts Versuche gilt die 
- = = bis ры = 6,7 gut. Auch bei 
hohen Alkalitäten, z. В. bei рь = 9,34, ist gie verwendbar. 
Charakteristisch ist jedoch hier ein steiles Ansteigen der Größe ak 
am Ende der Reaktion. Веі p„-Optimum und wahrscheinlich auch 
auf der sauren Seite ist ай der Enzymmenge angenähert direkt pro- 
portional. Ob diese Beziehung oder eine andere mathematisch aus- 
drückbare auch bei hohen Alkalitäten zutrifft, darüber wissen wir 
zurzeit nichts. 


Anmerkung. Das über К = 





lugarithmische Formel К = ` In 


a а 

Е ОЕ Jei 

Е} т. S Gesagte gilt im großen 
T 


und ganzen auch von der Größe K, = 5-5 10/7, Si S obgleich die letztere 
besser konstant ist. 


92. Hiermit schließe ich die. Prüfungen meiner Formel ab. Ich 
will betonen, daß die angegebenen Werte an den Koeffizienten nicht 
definitiv sind; dafür sind sie aus allzu wenigen Versuchen bestimmt. 
In praktischer Hinsicht ist die Formel sehr handlich. Arbeitet man 
mit großer Harnstoffkonzentration (0,2 M oder darüber), kurzen 
Reaktionszeiten, konstanter Phosphatmenge bei рь pt mum, so wird 
die Formel für zwei Fälle: 


i mn Zs _ _ Ка pp Ке ESCH 
E, Kr Zi Kr d 
Kapitel ХХ. 
Zusammenfassung. 


1. Van Siykes Gleichung für die Ureasewirkung stimmt nicht mit 
meinen Versuchsergebnissen (in dem wichtigsten Falle auch nicht mit 
seinen eigenen) überein. 

2. Die Formel К = — In — 

Et EE 
des Reaktionsverlaufs bei mittleren Harnstoffkonzentrationen eine 
ziemlich gute Konstante. | 

3. Das Ge Optimum der Ureasewirkung verschiebt sich mit der 
Harnstoffkonzentration. 

4. Die Lagen der рн-Орйша wurden festgestellt, und für ihre 
Verschiebung mit der Harnstoffkonzentration wurde eine Formel auf- 
gestellt: | 





liefert für das Anfangsstadium 


?u-Optimum = — 0,1 Ina + 7,25. 


5. Веі dem betreffenden рн Optimum steigen die Konstanten K 
der kleinsten Harnstoffkonzentrationen auf ungefähr dieselbe Höhe 
wie die Konstanten der höheren Harnstoffkonzentrationen. 
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6. Die p,,-Steigerungen, die durch die Hydrolyse gewisser kleinerer 
Harnstoffmengen hervorgerufen werden, wurden für die Phosphat- 
konzentrationen 0,1, 0,2 und 0,5 М bestimmt. 

7. Die Lage der p,-Optima ist von der Enzymkonzentration, der 
Phosphatkonzentration und der Reaktionszeit unabhängig. 

a 


8. Indessen ist die Größe К = — In 


a 
von der Reaktions- 
E.t a-—-ı 





zeit nicht völlig unabhängig. 

9. Eine neue Gleichung für die Ureasewirkung von folgender Form: 

K К. К, К; К h 

lnq. E = к к еи к. 
wurde aufgestellt. (Bezüglich der Bezeichnungen s. 8. 283—234, 247.) 

10. Die Koeffizienten K,, Kz, К, К, und K, wurden bestimmt. 

11. Zuletzt wurde die neue Gleichung in bezug auf die Konstanz 
der Größe 4 geprüft. Sie zeigte sich innerhalb der untersuchten Grenzen 
von der Konzentration des Enzyms, des Harnstoffs, der Reaktions- 
produkte, der Lage des рь - Орітитв, der Phosphatkonzentration 
und der Reaktionszeit unabhängig. 

Herrn Prof. Dr. Н. v. Euler danke ich für die Anregung zu der 
vorliegenden Untersuchung. 
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Untersuchungen über die Bindungsfähigkeit 
der Eiweißkörper für Farbstoffe. 


Von 


Kojiro Umetsu (Tokio) 


(Aus dem biochemischen Institut der Vereinigten Fabriken für Labora- 
toriumsbedarf in Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Oktober 1922.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Für die Histologie ist die Färbung eins der wichtigsten Hilfsmittel, 
um Form- und Lagebeziehung der Zellen und der Zellbestandteile zu 
erkennen. Die Frage nach der Natur des Färbeprozesses wurde bisher 
auf zweierlei Arten, durch eine chemische und eine rein physikalische 
Erklärung beantwortet. 


Die erstere nimmt das Entstehen einer chemischen Verbindung an. 
während die zweite eine durch chemische Affinitäten nicht erklärbare 
Adsorptionskraft zugrunde legt. Letztere Annahme beruht auf der Beob- 
achtung, daß die Färbung in mancher Hinsicht mit der Adsorption durch 
Kohle vergleichbar ist, welche eine Form der Bindung gelöster Stoffe an 
der Oberfläche der Kohle darstellt, die auf Grund chemischer Affınitäten 
keineswegs erwartet werden konnte. Ein Gewebe nimmt nämlich in einem 
Farbbade nicht den ganzen, sondern nur einen Teil des Farbstoffs auf, 
und zwar deckt sich erfahrungsgemäß das Gesetz, nach dem die Verteilung 
des Farbstoffs zwischen Lösung und Gewebe stattfindet, mit demjenigen 
für echte Adsorptionen. Dieses Gesetz, die „Freundlichsche Adsorptions- 
isotherme‘‘, ist zwar nicht rationell begründet, sondern rein empirisch, 
hat sich aber doch als Annäherungsformel bei allen Prozessen, die man 
im weitesten Sinne als Adsorption bezeichnen kann, also auch bei Färbungen, 
als gültig erwiesen. 

Im allgemeinen hat man aber doch beobachtet, daß die chemische 
Natur von Adsorbens und Farbstoff nicht ohne Einfluß auf den Vorgang 
der Färbung ist. Elektronegative Adsorbentien nehmen z. B. mit Vorliebe 
basische Farbstoffe auf. Kompliziertere Verhältnisse liegen aber bei eiweiß- 
artigen Stoffen vor. Wie M. Heidenhain schon in einer Untersuchung über 
die Farbstoffadsorption der gewebsbildenden eiweißartigen Stoffe gezeigt 
hat, geben unter bestimmten Bedingungen gelöste Eiweißkörper bald mit 
basischen, bald mit sauren Farbstoffen einen Niederschlag, und zwar 
geben die Eiweißkörper — oder besser die ‚„gewebsbildenden Kolloide“ — 
überwiegend saurer Natur Niederschläge mit basischen Farbstoffen, die 
weniger sauren Eiweißkörper, wie z. B. Serumalbumin, dagegen mit sauren 
Farbstoffen. 
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Als Elektrolyte betrachtet, müssen die Eiweißkörper, йа sie, wie ihre 
Bausteine, die Aminosäuren, elektropositive wie elektronegative Eigen- 
schaften aufweisen, zu den amphoteren Elektrolyten oder Ampholyten 
(nach einer Bezeichnung Bredigs) gerechnet werden. Bei Gegenwart von 
HCI verhält sich daher Eiweiß wie eine Base und wandert im elektrischen 
Stromfeld zur Kathode. Bei Gegenwart von Natronlauge verhält es sich 
wie eine Säure und wandert zur Anode. Geht man allmählich von der 
sauren Lösung zu einer alkalischen über, so kommt man an einen Punkt, 
wo das Eiweiß im Stromfeld keine Wanderung zeigt, den isoelektrischen 
Punkt (nach Hardy). Wie L. Michaelis zeigte, liegt der isoelektrische 
Punkt nicht immer bei neutraler Reaktion, jedes Eiweiß hat seinen eigenen 
charakteristischen isoelektrischen Punkt. Serumeiweiß ist z. В. nicht 
bei H = 10-7, sondern ungefähr bei H = 10-5 isoelektrisch. Wir wollen 
nun diese Befunde zu unseren Adsorptionsvorgängen in Beziehung setzen 
und zu diesem Zweck von einem anderen Gesichtspunkt aus darstellen: 


Das Eiweiß tritt unter bestimmten Bedingungen als Säure auf, d. h. es 
ist imstande, H-Ionen abzudissoziieren. Je mehr H-Ionen sich in der um- 
gebenden Lösung befinden, um so mehr wird nach einem Grundsatz der 
physikalischen Chemie die Tendenz des Eiweißes, H-Ionen abzudissoziieren, 
unterdrückt: in saurer Lösung wird also das Eiweiß die seinem Molekül 
zugehörigen H-Atome nicht alle abdissoziieren, sondern adsorbiert enthalten. 
Aber nicht nur die H- und OH-Ionen, sondern auch die übrigen Ionen 
der Lösung beeinflussen das Verhalten des Eiweißes, insbesondere ist der 
isoelektrische Punkt nicht nur von py abhängig. Wenn man nun denatu- 
riertes Albumin oder Casein in Lösungen von verschiedenem ` рд bringt, 
so bemerkt man, daß bei einem bestimmten рд, welches für die betreffende 
Eiweißart charakteristisch ist, ein Optimum der Flockung eintritt. Prüft 
man die elektrische Ladung des Eiweißes durch Kataphorese, so findet 
man, daß dieses Flockungsoptimum der isoelektrische Punkt ist, daß bei 
saurer Reaktion das Eiweiß positiv, bei alkalischerer Reaktion negativ 
geladen ist. Der isoelektrische Punkt ist nicht nur von pg abhängig, sondern 
die übrigen Ionen beeinflussen ihn auch, sofern sie imstande sind, mit den 
Eiweißlösungen sich zu binden und daher mit den H- und OH-Ionen in 
Konkurrenz zu treten. 

Die Behauptung, daß der isoelektrische Punkt durch eine bestimmte 
H-Konzentration eindeutig definiert werden kann, gilt deswegen nur unter 
der Voraussetzung, daß außer den H-Ionen in der Lösung keine anderen 
Ionen vorhanden sind, welche im Vergleich zu H- oder OH-Ionen еше 
meßbare Affinität zu dem Eiweiß haben. Ganz streng dürfte dieser Fall 
niemals eintreten, und deshalb ist die obige Definition des isoelektrischen 
Punktes streng genommen als ein Extrapolationswert zu deuten, welcher 
für die Bedingung gültig ist, daß in der Lösung keine Ionen vorhanden 
sind, welche mit den H- oder OH-Ionen in Konkurrenz treten können bei 
der Bindung an das Eiweiß. Ein solcher Fall ist nahezu realisiert, wenn 
man mit Acetatpuffern arbeitet. Das geschieht folgendermaßen: Durch 
eine Reihe von Essigsäure-Natriumacetatgemischen in verschiedenen 
Mischungsverhältnissen und sehr niederer, konstanter Natriumacetat- 
konzentration wurde eine Reihe von steigenden H hergestellt, diese Lö- 
sungen dann mit Salzen verschiedener Konzentration versetzt und Eiweiß, 
z. В. Casein, zugesetzt. Dann wurde beobachtet, bei welcher (H°) die 
optimale Flockung eintritt. Jedes einzelne Röhrchen der Reihe enthielt 
immer doppelt soviel H-Ionen wie das vorangehende Natürlich ändern 


17* 
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diese Salze die ursprüngliche H der Acetatgemische ein wenig, aber doch 
nur sehr wenig. Befinden sich gut adsorbierbare Ionen mit H-Ionen zu- 
sammen gleichzeitig in der Lösung, so gehügt zur Erreichung des iso- 
elektrischen Zustandes eine geringere Konzentration von H-Ionen als 
ohne diese, weil sich ja beide Ionen an der Entladung des Eiweißes be- 
teiligen. Die optimal fällende H-Konzentration wird also verändert, und 
zwar wird, wenn das in Konkurrenz tretende bindungsfähige Ion ein Kation 
ist, die optimal fällende H-Konzentration vermindert, und wenn es ein 
Anion ist, wird dieselbe vermehrt. Diese Erscheinung können wir be- 
zeichnen als die Verschiebung des isoelektrischen Punktes durch fremde 
Elektrolyie. | 

Die verschiedenen Ionen verschieben den isoelektrischen Punkt um 
so stärker, je größer ihre Affinität zum Eiweiß ist, je stärker sie also mit 
den H-Ionen konkurrieren können. An der Größe dieser Verschiebung 
gewinnen wir daher ein relatives Maß für die verschiedene Affinität der 
einzelnen Ionen zum Eiweiß. 


Bei der oben beschriebenen Versuchsanordnung mit Acetatpuffern 
sind nun die Verschiebungsbedingungen möglichst gering, weil Na- und 
Acetationen nur geringe Affinität zum Eiweiß besitzen. 

Die Ionen der organischen Farbstoffe gehören zu denjenigen Ionen- 
arten, weiche am stärksten von Eiweiß gebunden werden können. Im 
Sinne der oben entwickelten Theorie mußten sie daher die größte 
Konkurrenz zu den H- oder OH-Ionen darstellen und den isoelektrischen 
Punkt stärker als die meisten anderen Ionenarten verschieben. Gewisse 
Grundbeobachtungen über diese Erscheinungen sind schon beschrieben 
worden in den Arbeiten von Michaelis und Rona und Michaelis und 
Szent-Györgyi. Die Aufgabe dieser Arbeit soll es sein, diese Erscheinung 
systematisch bei verschiedenen Farbstoffen zu untersuchen. Meine 
Versuche wurden an drei verschiedenen Eiweißkörpern ausgeführt, dem 
Casein, dem denatvrierten Serumalbumin und dem aus Hämoglobin 
dargestellten @lobin. Von Farbstoffen wurden folgende basische und 
folgende saure Farbstoffe benutzt: 


Basische Farbstoffe: 

1. Methylenblau. 2. Kristallviolett. 3. Parafuchsin. 4. Diamino- 
acridinchlorid. 5. Trypaflavin. 6. Methylgrün. 7. Ругопт. 8. Nilblau. 
9. Bismarckbraun. 10. Safranin. 11. Anilinblau. 12. Paranitrophenol. 
13. Chrysoidin. 


Saure Farbstoffe: 


1. Tartrazin. 2. Eosinkalium. 3. Kongorot. 4. Naphtholorange. 
5. Säurefuchsin. 6. Alkaliblau. 7. Wasserblau. 8. Alizarinsulfosaures 
Natrium.‘ 9. Pikrinsaures Natrium. 

Die Versuche wurden einheitlich nach demselben Typus angestellt. 
Beim Casein wurde folgendermaßen verfahren: 
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In einer Reihe von Reagenzgläsern befand sich eine stets gleich 
bemessene sehr geringe Menge Casein, eine stets gleich bemessene sehr 
geringe, aber im Vergleich zum Casein in molarer Konzentration reich- 
lichere, stets gleiche Menge Natriumacetat, und eine steigende Menge 
von Essigsäure. Die Gegenwart von Na- und Acetationen war daher 
unvermeidlich, aber, wie schon oben erwähnt, verschieben diese beiden 
Ionenarten das maximal fällende рь nicht merklich. 0,2 völlig fett- 
freies Casein wurde unter mäßigem Erwärmen in Beem normaler 
Na-Acetatlösung gelöst, wodurch eine leicht opaleszierende Lösung 
entsteht. Sie wurde mit destilliertem Wasser auf 50 сст aufgefüllt, so 
daß eine Caseinlösung in т/10 Na-Acetat entstand. 

Die Konzentration der Essigsäure wurde so gewählt, daß in allen 
Reihen (in der Regel mit 9 Röhrchen) immer das 5. Röhrchen die Essig- 
säure und ihr Natronsalz in gleicher Konzentration enthielt. Die (Н’) 
dieser Röhre war daher 2. 10-5, entsprach also ungefähr dem isoelek- 
trischen Punkt des Caseins (2,4. 10-5). Man füllt nun die Casein-Na- 
Acetat-Lösung ein und schüttelt um; dann bemerkt man sofort Trü- 
bungen und nach einiger Zeit (5 Minuten) Flockung. Unser Versuchs- 
system ist also wie folgt: 


1. Versuche mit Casein. 


6 











ccm 


7 8 | 9 
cem | ccm | ccm | ccm cem | ccm 
x = | юш 


ок. 
| | от... com | FCD ` ccm ccm 


| 


Destilliertes Wasser . 








| 
` 8,38 | 7,75 | 8,75! 8,5 | 8,0 1 7,0 | 5,0 | 1,0 | 7,4 
n/100 Essigsäure . . ; 0,62 |125] | | — | ее Ше 
n/10 ой = | = 1088051010 4,0 | 8,0 | = 
п/1 T ss — u es — — i — | — 1,6 
Casein-Na- Acetat- | | | н 
lösung. . . ... 11,0 11,0 11,0 1,0 | 1,0 | 1,0 1,0 | 1,0 : 1,0 


Das Trübungs- und Flockungsoptimum liegt im fünften (bis sechsten) 
Röhrchen, das dem isoelektrischen Punkt des Caseins entspricht. 


П. Versuche mit denaturiertem, kolloidal dee ame: 











аа [за 

| ccm | ccm | ccm , сет ccm | ccm ОЕ 

| 
п/10 Na-Acetat . ... . .; 1,0 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 o | 10 1,0 е 1,0 
п/100 Essigsäure . . . . 0,1 0,2 | 0,4 10,8 | 1,6 | 3,2, — 
n/10 ор КҮЛ ов 
Destilliertes "Wasser ге. 6,9 | 6,8 | 6,6 | 6,2 | 5,4 | 3,8 | 6,36 5,72 
Denaturiertes Albumin. . ! 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 | 1,0 1,0 


Nachdem man Albumin eingefüllt und umgeschüttelt hat, treten 
Trübung und Flockung ein, aber viel später als bei Casein, erst nach einer 
halben Stunde kann man deutliche, sich absetzende Flockung sehen. 

Das Trübungs- und Fällungsoptimum liegt bei meinem Versuch im 
fünften Röhrchen. Wenn man Farbstoff zusetzt, tritt die Flockung schnell 
und sehr stark auf. 
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Ш. Versuche mit Globin. 


Die isoelektrischen Punkte sämtlicher bisher untersuchten Eiweiß- 
körper tierischer Herkunft liegen bei saurer Reaktion, der dee Hämo- 
globins fast genau bei neutraler Reaktion. Es war von Interesse, einen 
Eiweißkörper zu untersuchen, dessen isoelektrischer Punkt bei alkalischer 
Reaktion liegt. Nach den bekannten Angaben über die Fällungsmöglichkeit 
bei alkalischer Reaktion konnte man vermuten, daß das Globin die ge- 
suchte Eigenschaft hat. Dies war um so wahrscheinlicher, als das Globin 
in Form von Disminosäuren viel basische Bausteine besitzt. Da in zahl- 
reichen Fällen das Fällungsoptimum globinartiger Eiweißkörper sich als 
identisch mit dem durch Kataphorese bestimmten isoelektrischen Punkt 
erwiesen hat, so begnügten wir uns damit, das Fällungsoptimum bei 
variiertem ри zu bestimmen. Das Globin wurde nach der Methode von 
Straus und Grützner und mit der Modifikation von @lässner aus sorgfältig 
gewaschenen Rindsblutkörperchen dargestellt. 


S. Osato hat in unserem Laboratorium darüber Untersuchungen an- 
gestellt und gefunden, daß das Trübungsoptimum bei py 7,8 bis 8,3 liegt. 
Nach meiner unten mitgeteilten Untersuchung liegt das Fällungsoptimum 
bei рн 8,1. Ich habe in folgender Weise NH,- und NH,CI-Lösung ver- 
wendet: | 




















! 3 4 5 6 7 8, 9 10 
em | ccm com | ccm | cem ccm | ccm , ccm | ccm ccm 
= T = | о | | ! ' | 
п/100 ҸН, . 0,05 01, 0,2: 0,4 08 16 оо 
n/lONH,.. . | — фо — фо 10,38; 0,64 1,28 2,56 
n/lONH,C. 10 1,0 1,0; 1,0 10,10 10:10 10 1,0 
Aqua dest.. . | 2,95 29 2,8: 26 2,2 | 1,4 2,68:2,36. 1,72 0,44 
Globin. . . . 10 ` 1,0 : 1,0 10 10 1,0 Lë 1,0 1,0 Lë 
Resultat: 
Trübung. .. -- Е # # SW ZZ — 
Flockungsofort| -- SE их ~- — — =: 
Flockung nach | 
< 15Min oe zw e ЖИ ж A LE шо шы 


Das folgende Diagramm dient dazu, die Verschiebung des Flockungs- 
optimums durch Farbstoffe zur Darstellung zu bringen. 

Die Abszisse gibt die Farbstoffyerdünnung an, die Ordinate gibt ри an. 

Für jeden Farbstoff ist eine besondere Kurve eingezeichnet. Man 
kann also an diesen Kurven erkennen, wie stark durch eine gegebene 
Farbstoffkonzentration das Flockungsoptimum, d. h. das für die Flockung 


günstigste рн verschoben wird. 


Verzeichnis der Abbildungen. 


Abb. 1. Versuche mit basischen Farbstoffen und Casein. 

Abb. 2. Versuche mit sauren Farbstoffen und Casein.. 

Abb. 3. Versuche mit basischen Farbstoffen und denaturiertem Albumin. 
Ahb. 4. Versuche mit sauren Farbstoffen und denaturiertem Albumin. 
Abb. 5. Versuche mit basischen Farbstoffen und Globin. 

Abh. 6. Versuche. mit sauren Farbstoffen und Globin. 
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Fällungsoptimum. 
I. Versuche mi Casein. 
( шшер ohne Farbstoff liegt beim 5.) 








Verdünnung der Farbstoffe 
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Saure Farbstoffe: 1 


1. Таптап . . . ! 
2. Eosin . . . .. | 
3. Kongorot. . . . ! 
4. Naphtholorange . | 
Б. Säurefuchsin . . | 
6. Alkaliblau . . . " 
7. Wasserblau. . . ! 
8. Alizarınsulfo- | 
saures Natrium . 
9. Pikrinsaures Na- ' | 
trium . .. | — 


КЛ КРО 
р рЫ 
ee 
| А! 

о o wannene = 
|11®| || 
> ачса 
А E ER 
Гр] за | e 
ета 


| 
© 


| 


| — 





| 
= o 
| 


9 sere 


= | — 


Unter basischen Farbstoffen versteht man: 


. Methylenblau, ` 8. Nilblau, 
Kristallviolett, 9. Bismarckbraun, 
Parafuchsin, 10. Safranin, 
Diaminoacridinchlorid, 11. Anilinblau, 
Trypaflavin, 12. Paranitrophenol, 
. Methylgrün, 13. Chrysoidin. 
Pyronin, 


морт ою 


Unter sauren Farbstoffen versteht man: 


Tartrazin, 6. Alkaliblau, 

Eosin, 7. Wasserblau, 

. Kongorot, 8. Alizarin-sulfosaures Natrium. 
Naphtholorange, 9. Pikrinsaures Natrium. 
Säurefuchsin, | 


© фә о 
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Verdünnung d Farbstoffe 
Abb. 6. 
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II. Versuche mit Albumin. 
(Fällungsoptimum ohne Farbstoff liegt beim 5.) 








| Verdünnung der Farbstoffe 
ххх ххх 
ЕВЕ 
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Farbstoffe | А 





Basische Farbstoffe: 
. Methylenblau. . —  — | 
Kristallviolett. . ` | | 
. Parafuchsin. . . | [4 | 
Disminoacridin- ` | | 
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chlorid. . . . . 
Trypaflavin 

. Methylgrün. . | 
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10. Safranin . . . . ı 
11. Anilinblau . . 
12. Paranitrophenol 
13. Chrysoidin . . . 
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Saure Farbstoffe: | \ | 


. Tartrezin = 

. Eosin . . . . . à ү т 

. Kongorot. . . . = 

. Naphtholorange. — 

. Säurefuchsin . . — 

Alkaliblau . . . 

Wasserblau. . . | 

Alızarinsulfo- | 

saures Natrium . | = [ШШ шшш, 
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. Pıkrinsaures Na- | 
trium. .... бб. 


Aus diesen Protokollen und Diagrammen erkennen wir zunächst, 
daß die in der Einleitung aufgestellte Regel ausnahmslos gültig ist: 
Saure Farbstoffe verschieben das Flockungsoptimum nach der sauren, 
basische nach der alkalischen Seite. Vergleichen wir aber die ver- 
schiedenen basischen Farbstoffe untereinander oder die verschiedenen 
sauren Farbstoffe untereinander, so finden wir, daß ihre Wirkung 
verschieden ist, und wir können auf diese Weise die Farbstoffe nach 
dem Grade ihrer Affinität zum Eiweiß in eine Reihe ordnen. Z. В. 
finden wir, daß zum Casein fast sämtliche basischen Farbstoffe eine 
nur unmeßbar kleine Affinität haben; beim Kristallviolett und Para- 
fuchsin tritt sie ein wenig hervor, allein bei Bismarckbraun in sehr 
deutlicher Weise. Dagegen finden wir, daß zum Casein sämtliche 
sauren Farbstoffe eine sehr große Affinität haben. Wir finden z. B. 
ferner, daß die Affinität des Kongorot zum Casein viel größer ist als 
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III. Versuche mit Globin. 
(Fällungsoptimum ohne Farbstoff liegt beim 5.) 


Verdünnung der Farbstoffe 





ао хх X 
Farbstoffe = i S | S | S | x 





Basische Farbstoffe: ` 
. Methylenblau . . — — 

. Kristallviolett. . — — 

. Parafuchsin. . . — 9 
Disaminoacridin- | 
chlorid. . . .. -o — | — 
Trypaflavin . . -- 10 ' 


| al 
| = | 


. Methylgrün. . . —- 
. Pyronin .... — 
. Nilblau .... — 
. Bismarckbraun . . — 
10. Safranin . . . -- 
11. Anilinblau . г = 
12. Paranitrophenol 8 
13. Chrysoidin . — 
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Saure Farbstoffe: | | 


. Tartrazin . . . De Ga eS зен 
. Eosin ..... = 
. Kongorot. . . . -— 
. Naphtholorange. — 
Säurefuchsin . . -- 
Alkaliblau . . . — 
Wasserblau. . . — — = — 
. Alizarinsulfo- | 
saures Natrium . — : — 1. 
Pikrinsaures Na- | | 
trium .. 12 EE, АО о — 
die des Eosins. Bei dem denaturierten Albumin finden wir eine Affinität 
sowohl bei basischen wie bei sauren Farbstoffen; die Affinität der 
sauren Farbstoffe scheint im allgemeinen größer als die der basischen, 
jedoch lassen sich innerhalb beider Klassen von Farbstoffen deutliche 
Affinitätsreihen aufstellen. Beim Globin dagegen finden wir, daß es 
sowohl zu sauren wie zu basischen Farbstoffen eine sehr große Affinität 
hat, innerhalb beider Arten von Farbstoffen sind wiederum graduelle 
Unterschiede deutlich erkennbar. Ordnen wir die sämtlichen unter- 
suchten Farbstoffe in die Reihen steigender Affinität, so finden wir 
für Casein: 

Saure Farbstoffe: 

Eosin < Alkaliblau =: Wasserblau < Säurefuchsin < Pikrinsaures 
Natrium < Alizarinsulfosaures Natrium < Kongorot < Tartrazin 
< Naphtholorange. 
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Basische Farbstoffe: 

Methylenblau = Diaminoacridinchlorid = Trypaflavin = Methyl- 
grün = Pyronin = Nilblau = Safranin = Anilinblau = Paranitrophenol 
= Chrysoidin < Kristallviolett < Parafuchsin & Bismarckbraun. 
Für Albumin: 

Saure Farbstoffe: 

Pikrinsaures Natrium = Säurefuchsin < Alizarinsulfosaures Natrium 
< Wasserblau = Alkaliblau = Naphtholorange = Eosin = Tartrazin 
< Kongorbot. 


Basische Farbstoffe: 

Paranitrophenol -< Chrysoidin < Methylenblau -< Trypaflavin 
< Parafuchsin < Safranin < Anilinblau = Diaminoacridinchlorid 
= Kristallviolett < Ругопіп = Methylgrün < Bismarckbraun = Nilblau. 
Für Globin: 


Saure Farbstoffe: 

Pikrinsaures Natrium < Alkaliblau = Tartrazin < Alizarinsulfo- 
saures Natrium < Wasserblau = Naphtholorange < Kongorot = Säure- 
fuchsin < Eosin. 


Basische Farbstoffe: 

Bismarckbraun < Сћтувоійір < Anilinblau < Багапш < Methylen- 
blau < Parafuchsin < Diaminoacridinchlorid < Paranitrophenol 
= Trypaflavin < Nilblau < Pyronin =: Methylgrün < Kristallviolett. 
Aus diesen Reihen will ich jetzt auffallende Punkte hervorheben: 

Für saure Farbstoffe: 

1. Eosin hat mit Casein die schwächste, mit Albumin ziemlich starke 
und mit Globin die stärkste Affinität unter den Farbstoffen, welche ich 
untersuchte. 

2. Alkaliblau hat mit Casein und Globin schwache, mit denaturiertem 
Albumin mittelstarke Affinität. 

3. Wasserblau hat mit Casein schwache, mit denaturiertem Albumin 
und Globin mittelstarke Affinität. 

4. Säurefuchsin hat mit Casein und denatnriertem Albumin 

schwache, mit Globin starke Affinität. | 
| 5. Pikrinsaures Natrium hat mit Casein mittelstarke, mit Albumin 
und Globin die schwächste Affinität. 

6. Alizarinsulfosaures Natrium hat mit den Яге Eiweißsorten 
fast gleich starke Affinität. 

7. Kongorot zeigt mit Casein und Globin ziemlich starke, mit 
denaturiertem Albumin die stärkste Affinität. 

8. Tartrazin hat mit Casein und denaturiertem Albumin starke. 
mit Globin schwache Affinität. 
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9. Naphtholorange zeigt mit Casein die stärkste und mit denatu- 
riertem Albumin und Globin ziemlich starke Affinität. Im allgemeinen 
zeigten saure Farbstoffe mit denaturiertem Albumin fast gleich starke 
Affinität, nur Kongorot, Säurefuchsin und pikrinsaures Natrium zeigten 
Abweichung, und zwar der erste die stärkste und die beiden letzten 
schwache Affinität. Mit Casein und Globin zeigten saure Farbstoffe 
ziemlich verschiedene Affinitätskraft. 

Bei basischen Farbstoffen sehen wir folgendes: Im allgemeinen 
zeigen basische Farbstoffe, wie oben schon erwähnt, beim Casein gar 
keine Wirkung auf das Fällungsoptimum, trotzdem sie das Trübungs- 
optimum ziemlich stark beeinflussen. Nur Kristallviolett und Para- 
fuchsin zeigten schwachen und Bismarckbraun starken Einfluß auf das 
Fällungsoptimum. Die basischen Farbstoffe mit Ausnahme des stark 
wirksamen Bismarckbraun färben auch den Niederschlag nur wenig. 

1. Bismarckbraun zeigte zu @lobin gar keine Affinität, trotzdem 
es bei Casein und denaturiertem Albumin am stärksten das Fällungs- 
optimum verschiebt. Í 

2. Nilblau hat mit denaturiertem Albumin die stärkste, mit Globin 
mittelstarke Affinität. 

3. Kristallviolett hat die stärkste Affinität mit Globin. 

4. Chrysoidin zeigt bei allen drei Eiweißarten keinen Einfluß auf das 
Fällungsoptimum. 

5. Paranitrophenol zeigt mit Casein und denaturiertem Albumin 
die schwächste, mit Globin mittelstarke Affinität. 

6. Methylenblau hat auch keinegroße Affinität zu Albumin und Globin. 

Das Fällungsoptimum deckt sich im allgemeinen mit dem Trübungs- 
optimum, aber manchmal zeigen drei oder vier Gläser gleich starke 
Trübung, und ich konnte in solchen Fällen nicht: scharf das Trübungs- 
optimum bestimmen. Besonders auffallend war es mir, daß hasische 
Farbstoffe die Zone der Trübung in das weniger saure Gebiet hinein 
verbreitern, trotzdem sie auf das Fällungsoptimum keinen Einfluß 
zeigten. Ich will hier den Einfluß der basischen Farbstoffe avf das 
Trübungsoptimum tabellarisch zeigen. 

Т. a) Casein mit basischen Farbstoffen. 








Verdünnung der Farbstoffe 
Farbstoffe SS, Gas BERUHEN 


1001) © 200 500 1000 | 200 | 3000 | 5000 | 10000 
| | | 
1. Methylenblau  — — :2.— 5. | u... It — 
2. Kristallviolett — = 195.1 9.-5. — . ei =%- E эва 
3. Parafuchsin . — — |2—4 2—4 — A8 4—6. 
4. Diaminoacri- | | 
dinchlorid . . — — | 1.—4.12.—4. —  — 4—5. — 


1) Bedeutet in dieser wie in allen folgenden Tabellen die l proz. wässerige 
Lösung. 
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I. а) Caina mal bastecnen E ee ) 








1 
Verdünnung der Farbstoffe 
Farbstoffe m 0 а У ée, teg, die, ër 


5. Trypaflavin . | =. „шш Weile Е 
6. Methylgrün . | — 3—6, 5-61 
7. Pyronin. . | | = 4-6. 4-6|5-6 — м ш — 
8 
9 


| 


. Nilblau ...| — 1-5 1—5. 3.65. — 2 Е ep 
. Bismarck- 
braun... . d — 1.—2.11.—3. 3—5. — 4-6 - 
10. Safranin. . . - LA SA 4-5 — -- — — 
11. Anilinblau. . . --- — 1.-5.14.—5. — — — — 
12. Paranitro- | 
phenol ..., keinen Einfluß 
13. Chrysoidin. . | — 4-5. 5.—6. — — — — — 


Das Trübungsoptimum ohne Farbstoff liegt beim 5.—6. Röhrchen. 
Die Nummern sind die der Röhrchen. 


b) Casein mit sauren Farbstoffen. 





Verdünnung der Farbstoffe 











Farbstoffe , Р 
100 500 1000 2000 5000 100m) 
1. Tartrazin. . . . .. — — 6.— 9. — 5.—8. 5.--7. 
2. Ковш. 6 —8. 6.—7. — Б.— 6. — 
3. Kongorot . . e wé -- — 6.--9. 16.—8. 5.—7. — 
4. Naphtholorange. T — — T —- 9. — 7.— 8. 7.9. 
5. Säurefuchsin . . . . — 8.—9. 7.—9. 6-7. 5.— 6. — 
6. Alkaliblau . . . . . = 1.—8. BH 5. —6. — 
7. Wasserblau. .... = 8.—9. 7—9: — 5. —6. — 
8. Alizarinsulfosaures 
Natrium. . —- 7.—8. 6.—7. -- 6.—7. 5.26. 
9. Pikrinsaures Natrium P Si Ss seht шы eg = 
II. a) Albumin mit basischen Farbstoffen. 
Verdinnung der Farbstoffe 
Farbstoffe 
500 -© 1000 2000 3000 | 5000 7500 ` 1000 
1. Methylenblau. . . 1-5. 3.-5. -- 4.—5. — — = 
2. Kristallviolett . . . _ 1.—-3. 2. 3. 3.— 4 4-5 — — 
3. Parafuchsin . ... 2. A 3.-4. 4. 5. — — ` ше -= 
4. Diaminoacridin- 
сома ...... — | 3. 3.-4 4. – 5 — - 
5. Trypaflavın . Ä 1. 3. 3-5 _ — Е 
6. Methylgrün . 1. --2. - 4.—5. — $ 
7. Pyronin. аа а - 1.- 3. 2.—4 = 3.— 4. 4.—5. - 
8. Nilblau.. . . 2... — er — — 4.— 5. — - 
9. Biısmarckbraun . . — 1. -3. — — 3. — 4. — 4—5 
10. Safranin ..... 1-2 2—3. 3.—4. — 4.— 5. — — 
11. Anilinblau .... — 1. 4. 3.4. — 4.—5 — a2 
12. Paranitrophenol . . — - — — AA -- Ж 
13.Chrysoidin .... 2—3. 4.—5. - -- — -- = 


(Trübungsoptimum ohne Farbstoff 4.— 5.) 
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Paranitrophenol hat gar keinen Einfluß auf das Fällungsoptimum, 
aber der Einfluß auf das Trübungsoptimum ist sehr stark, und zwar wird 
bei 50000mal verdünntem Farbstoff noch das Optimum auf 3.—5. ver- 
schoben. Beim Versuch mit 200mal verdünntem Chrysoidin sah ich Fällung, 
schon ehe ich Eiweiß hinzufügte. 


b) Albumin mit sauren Farbstoffen. 


— EE Seed EE, 





| Verdünnung der Farbstoffe 
Farbstoffe 














и 100 | 1000 | 2000 | 5000 | 10000 | 20000 
me... u Se Ae 
1. Tartrazin. ы | бв. ет вв te 
2. Eosin . о — (7.8. 15.— 6. | 4.—5. | — 
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Schlußbemerkung. 
Die Anwendung der Ergebnisse auf die Theorie der histologischen Farbung. 

Wir sehen aus diesen Untersuchungen, daß die Affinitäten ver- 
schiedener Eiweißkörper zu verschiedenen Farbstoffen deutlich spezi- 
fische, nicht vorauszusehende Unterschiede aufweisen. So ist z. В. 
nicht vorauszusehen, daß Casein zu basischen Farbstoffen eine so geringe 
Affinität hat. Dafür, daß eine Bindung zwischen einem Farbstoff- 
kation und einem Eiweißanion zustande kommt, genügt nicht einfach 
die entgegengesetzte Ladung der beiden Körper. So haben ja z. B. auch 
С]- und Na’ eine entgegengesetzte Ladung, und doch binden sich diese 
Ionen nicht merklich zu einem Molekül NaCl, welches ja nach den neueren 
Anschauungen überhaupt nicht existiert, weder in Lösung, noch im 
Kristall. Die Bindung zwischen Farbstoff und Eiweiß entspricht nicht 
einer „Salzbildung‘‘ überhaupt, sondern der Bildung eines undisso- 
ziierten Salzes. Über die Bildung eines solchen aber gibt uns die Gegen- 
sätzlichkeit der Ladung von Anion und Kation keinen Aufschluß, dies 
ist vielmehr eine spezifische Eigenschaft des betreffenden Salzes. 

In der Histologie sind seit langen Zeiten Fälle bekannt, wo z. B. 
zwei saure (oder zwei basische) Farbstoffe im Gemisch sich zwischen 
zwei Gewebsbestandteilen spezifisch verteilen; z. В. bei der van Glieson- 
Färbung (Eosin—Pikrinsäure) färben sich Blutkörperchen mit Eosin. 
Bindegewebe mit Pikrinsäure, und viele andere Beispiele (Methylgrün- 
Pyronin usw.). Durch die jetztigen Untersuchungen ist zwar keine 
Erklärung dieser Erscheinung im eigentlichen Sinne gegeben, aber 
es ist doch im Reagenzversuch gezeigt worden, daß solche Spezifitäten 
mit anderen erkennbaren Eigenschaften der Substanzen zusammen- 
hängen. 
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Beiträge zur Kenntnis der physiologischen Wirkung 
der proteinogenen Amine. 


VI. Mitteilung. 
Vegetatives Nervensystem und spezifisch-dynamisehe Wirkung. 


Von 


J. Abelin 
(Aus dem physiologischen Institut der Universität Bern.) 
(Eingegangen am 31. Januar 1923.) 
Mit 4 Abbildungen und 9 Tabellen im Text. 


In der Stoffwechsellehre nimmt das Eiweiß in mehrfacher Be- 
ziehung eine Sonderstellung ein. Im Gegensatz zu den Kohlehydraten 
und Fetten findet man bei den Eiweißkörpern eine wesentliche Differenz 
zwischen dem physikalischen und dem physiologischen Wärmewert, 
was mit der unvollständigen Oxydation des Eiweißes im Organismus 
zusammenhängt. Auch in bezug auf das Verhalten im Tierkörper 
weichen die Eiweißkörper von den Kohlehydraten und Fetten ab, 
indem der gesunde erwachsene Organismus immer bestrebt ist, das 
gesamte ihm zugeführte Nahrungseiweiß zu zersetzen und den Stickstoff 
auszuscheiden, während dagegen ein Überschuß von Zucker oder Fett 
leicht abgelagert wird. Für die weitere Betrachtung ist aber von be- 
sonderem Interesse, die eigentümliche Beeinflussung, welche der Stoff- 
wechsel bei ausgeschalteter chemischer Wärmeregulation durch Eiweiß- 
aufnahme erfährt. Wenn auch jede Nahrungszufuhr die Wärmebildung 
in die Höhe bringt, so ist es doch am meisten der Fall nach einer Eiweiß- 
nahrung. Rubner bezeichnete deshalb die Eiweißkörper als spezifisch- 
dynamisch wirkende Stoffe. Als Ursache der spezifisch-dAynamischen 
Wirkung wird von Rubner eine Anregung der Zelltätigkeit, von Zuntz 
die Verdauungsarbeit, von Tangl die sogenannte „Ernährungsarbeit‘“ 
angesehen. Nach Grafe!) soll die Ammoniakabspaltung und nach 
Graham Lusk?) die Umwandlung der Aminsäuren in Keto- und Oxy- 


1) E.Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 1916. 
2) G. Lusk, Journ. of biol. Chem. 20, 86; Malys Jahresber. 1916 u. 1919. 
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säuren, in erster Linie in Milchsäure, den wirksamen Reiz für die Stoff- 
wechselerhöhung liefern. 

Bei der vorliegenden Arbeit wurde versucht, an das Problem der 
spezifisch-Aynamischen Wirkung von einer anderen Seite heranzutreten, 
und zwar im Anschluß an Untersuchungen, welche die nahen Bezie- 
hungen des vegetativen Nervensystems zu den Stoffwechselvorgängen 
zeigen konnten!). Es konnte dort nachgewiesen werden, daß die 
typischen Vertreter der das. vegetative Nervensystem angreifenden 
Mittel den gesamten Stoffumsatz sehr wesentlich beeinflussen. Nach 
Zufuhr von Tyramin und Phenyläthylamin, von Adrenalin, Cholin, 
Pilocarpin, Atropin geht der Stoffwechsel in die Höhe. Es wäre richtiger, 
an die Spitze dieser Reihe die wirksamen Schilddrüsenstoffe zu setzen, 
denn es liegen bereits zahlreiche Anhaltspunkte dafür vor, daB auch 
die Stoffwechselerhöhung nach Thyreoideazufuhr auf einer Erregung 
des vegetativen Nervensystems beruht. Es lag nun der Gedanke nahe, 
zu prüfen, ob nicht auch bei derjenigen Stoffwechselerhöhung, welche 
durch die Aufnahme von Eiweiß bedingt wird, eine Beteiligung des 
vegetativen Nervensystems vorliegen könnte. 

Vermuten wir Beziehungen zwischen zwei oder mehreren Faktoren, 
so müssen wir den einen Faktor verändern und dann zusehen, ob auch 
der andere Faktor mitverändert wird. Bei der Vermutung von Be- 
ziehungen zwischen dem vegetativen Nervensystem und der spezifisch- 
dynamischen Eiweißwirkung mußte demnach festgestellt werden, ob 
bei einer experimentell hervorgerufenen Veränderung des Zustandes 
des vegetativen Nervensystems auch die spezifisch-dynamische Wirkung 
verändert wird. 


Es wurde daher die spezifisch-dynamische Wirkung des Eiweißes 
unter normalen Bedingungen und nach Darreichung von vegetativ erregenden 
Mitteln, wie Schilddrüse, Tyramin-Phenyläthylamin, Adrenalin, bestimmt. 
Als Eiweißquelle diente rohes Fleisch. In einigen Versuchen wurde auch 
das Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung des Rohrzuckers unter- 
sucht. Im einzelnen war der Versuchsplan folgender. Bei einer Temperatur 
von 28 bis 30°, d.h. bei Ausschaltung der chemischen Wärmeregulation, 
wurde im Gaswechselversuch bei Ratten der Erhaltungsumsatz festgestellt. 
Darauf wurde der Gaswechsel bei gleicher Temperatur nach Eiweißfütterung 
bestimmt. Nun erhielten einige Tiere Tyramin + Phenyläthylamin, andere — 
Thyreoideapräparate, wieder andere sehr geringe Mengen von Tyramin 
+ Phenyläthylamin nebst sehr geringen Mengen von Schilddrüse. In 
zwei Serien wurde auch Adrenalin eingespritzt. Nach Verfütterung dieser 
Stoffe ging der Erhaltungsumsatz in die Höhe. Darauf wurde den so vor- 
behandelten Tieren wieder die gleiche Fleischmenge verfüttert. Die spezi- 
fisch-dynamische Wirkung war nun um ein Vielfaches höber, als im nor- 
malen Zustand?). 


1) J. Abelin, diese Zeitschr. 129, 1922. 
2) Vgl. vorläufige Mitt. Klin. Wochenschr. 1922, S. 2188 und Sitzungsber. 
d. Med. Biol. Sekt. d. Schweiz. Nat. Gesellsch. vom 24. Aug. 1922. 
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Es ergibt sich somit, daß die spezifisch-dynamische Wirkung, wie 
jede biologische Reaktion, in erster Linie von zwei Faktoren abhängt: 
1. von der Naiur und der Intensität des ausgelösten Reizes und 2. von 
der ‚Erregbarkeit‘‘ des Gebildes, d. h. von seiner Fähigkeit, auf Ände- 
rungen in seiner Umgebung zu reagieren. In der vorliegenden Unter- 
suchung war der Reiz oder das Reizmittel (das Fleisch) während der 
ganzen Versuchsdauer das gleiche geblieben. Was künstlich geändert 
wurde, war die Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems. Der 
Erfolg war, wie erwähnt, eine hohe Steigerung der spezifisch-dyna- 
mischen Wirkung. Es drängt sich dabei von selbst die Hypothese auf, 
daß auch unter normalen Bedingungen das vegetative Nervensystem 
an der spezifisch-dynamischen Wirkung beteiligt ist. Denn es ist doch 
wenig wahrscheinlich, daß durch die Darreichung von vegetativ er- 
regenden Substanzen ganz neue Momente іп die spezifisch-dynamische 
Fleischwirkung gebracht wurden. Vielmehr ist die Annahme berechtigt, 
daß dadurch nur die Funktion bestimmter, auch normalerweise tätiger 
Faktoren erhöht wurde. Dafür spricht auch der Umstand, daß die 
spezifisch-Aynamische Wirkung zur Norm zurückkehrt, sobald auch 
die erhöhte Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems vorüber ist. 
Die spezifisch-dynamische Wirkung wird nicht nur von Individuum 
zu Individuum, sondern auch bei der gleichen Person zu verschiedenen 
Zeitpunkten verschiedene Werte ergeben können, je nach dem Ver- 
halten des vegetativen Nervensystems. Tatsächlich variieren gewöhnlich 
die Werte der spezifisch-dynamischen Wirkung bei einzelnen Versuchs- 
personen sehr beträchtlich (10 bis 20%, und sogar mehr). 

Die spezifisch-dynamische Wirkung ist also mit dem gesamten 
Stoffumsatz im Organismus sehr eng verknüpft und bei jedem Ver- 
suche einer Erklärung der spezifisch-dynamischen Wirkung müssen 
die allgemeinen Stoffwechselgeseize in erster Linie berücksichtigt werden. 
Der Stoffwechsel des gesunden erwachsenen Organismus stellt ein 
ziemlich konstantes, stabiles System zweier entgegengesetzter Reak- 
tionen, des Auf- und Abbaues, der Assimilation und Dissimilation, dar. 
Die Stabilität dieses Systems ist keine absolute. Denn die leichte An- 
passung der Stoffwechselvorgänge an die äußeren Bedingungen, bald 
die Erhöhung, bald die Herabsetzung der assimilatorischen oder dissi- 
milatorischen Prozesse bei Arbeit, Temperaturänderungen, Nahrungs- 
aufnahme usw., gehört zur ersten Voraussetzung des normalen Lebens. 
Worauf es aber hier ankommt, ist eben die Tatsache, daß der Stoff- 
umsatz seinen ursprünglichen normalen Wert wieder erlangt, sobald 
die störenden äußeren Momente vorüber sind. Diese Tendenz, die 
Stoffumwandlungen im gesunden erwachsenen Organismus auf einer 
ganz bestimmten Höhe zu halten, findet bekanntlich ihren Ausdruck 
in der Größe des Ruheumsatzes und des Erhaltungsumsatzes, wenn 
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auch die chemische Wärmeregulation ausgeschaltet ist. Sind nun 
Bewegung, Arbeit, Wärme, Kälte usw. Faktoren, welche nur ganz 
vorübergehende Stoffwechseländerungen bewirken, so gibt es auf 
der anderen Seite Momente, welche viel bedeutender und in erster 
Linie viel anhaltender den Stoffwechsel beeinflussen. Von den chemtschen 
Stoffen, welche hierzu gehören, wollen wir nur die Wirkungsweise der 
Schilddrüsenstoffe und einiger proteinogener Amine einer näheren 
Analyse unterwerfen. 

Die Wirkung der Thyreoidea auf den Stoffwechsel wird gewöhnlich 
als eine Erhöhung der Dissimtlationsvorgänge charakterisiert. Diese 
Auffassung trifft insofern zu, als sie nur die ersten Stadien der Schild- 
drüsenwirkung berücksichtigt, wo tatsächlich eine Steigerung der 
Abbauprozesse im Vordergrunde steht. Ein solches dauerndes Über- 
wiegen der Dissimilation gegenüber der Assimilation ist mit dem 
normalen Ablauf der Lebensprozesse unvereinbar. Hier greift nun 
die Regulation, die ‚‚Selbststeuerung‘‘ (Hering) ein. Die erhöhte Dissi- 
milation wird allmählich ausgeglichen, und zwar dadurch, daß auch 
die assimilatorischen Kräfte erhöht werden. Nach einiger Zeit ist das 
ursprünglich gestörte Verhältnis zwischen Assimilation und Dissi- 
milation wieder hergestellt. Der einzige Unterschied gegenüber dem 
Normalzustande ist nur der, daß der An- und Abbau numerisch höhere 
Werte aufweist, sich aber sonst die Wagschale hält. Dieses neue, 
„höher eingestellte“ Gleichgewicht ergibt wieder ein ziemlich stabiles 
System, welches auch noch einige Zeit nach dem Aufhören der Schild- 
drüsenzufuhr bestehen bleibt. Darauf beruht die sowohl praktisch 
wie theoretisch wichtige ‚„Nachwirkung‘‘ der Schilddrüsenmedikation!). 

Die Rückkehr zum normalen Stoffumsatz beim Abklıngen der 
Schilddrüsenwirkung muß man sich so vorstellen, daß jetzt die zuerst 
erwachten dissimilatorischen Kräfte auch zuerst beginnen, allmählich 
kleiner zu werden. Dieses führt zu einem Stadium, wo das Gleich- 
gewicht wieder gestört ist, diesmal aber durch ein Überwiegen der 
Assimilation. Auch dieses Stadium kann kein dauerndes sein. Die 
Herabsetzung der Dissimilation ruft kompensatorisch eine Abschwächung 
der Assimilation hervor. Die allmähliche Abnahme der Intensität der 
beiden Prozesse führt dazu, daß die normalen Werte des Ruheumsatzes 
wieder erreicht werden. 

Wenn wir uns diese wechselvollen Prozesse in ein Schema kleiden 
wollen, so gibt Abb. 1 die Entwicklung, Abb. 2 das Abklingen der Schild- 
drüsenwirkung wieder. In Abb. 1 bedeutet a" den normalen physio- 
logischen Zustand, wo Assimilation und Dissimilation gleiche Werte 
haben. `. hr" bedeutet das erste Stadium der Schilddrüsen- oder Amin- 


1) Vgl. Mitt. II, diese Zeitschr. 101, 1920 





Proteinogene Amine, VI. 277 


wirkung mit dem Überwiegen der dissimilatorischen Prozesse. In 
‚с“ haben wir ein Nacheilen der Assimilation gegenüber der Dissi- 
milation und in ‚d` ist schließlich die erhöhte Dissimilation durch die 
erhöhte Assimilation vollständig kompensiert. In Abb. 2 bedeutet d' 





Abb. I u. 2. Schematische Darstellung des Verhaltens des Stoffwechsels 
während und nach der Schilddrüsenfütterung. 


den erhöhten Stoffumsatz, der auch nach Unterbrechung der Schild- 
drüsenzufuhr fortbesteht (‚Nachwirkung‘). Bei с überwiegt die Assi- 
milation, wobei die Dissimilation immer noch den hohen Schilddrüsen- 
wert aufweist. In b’ ist auch die Assimilation kleiner geworden und іп 
a’ ist der Stoffumsatz zur Norm zurückgekehrt. 


Für die Richtigkeit der Auffassung, daß durch die Schilddrüsen- 

präparate nicht nur, wie oft angenommen wird, die Dissimilation, 
sondern auch die Assimilation gesteigert wird, sprechen die direkten 
Beobachtungen am Tiere und die Er- 
gebnisse der Stoffwechselversuche, so- 
wie der Körpergewichtsbestimmungen. 
Der Verlauf ist dabei folgender: Einige 
Tage nach der Schilddrüseneingabe Abb.3. Schematische Darstellung des Ver- 
beginnt der Stoffwechsel in die Höhe haltens des Be nach Schild. 
zu gehen, das Körpergewicht nimmt ab. 
Im Laufe der nächsten Tage nehmen die Gewichtsverluste beständig zu, 
trotzdem die Tiere dabei erfahrungsgemäß sehr viel fressen. Allmählich 
werden nun auch die Assimilationsvorgänge erhöht und dadurch werden 
die weiteren lebensgefährlichen Körpergewichtsverluste aufgehalten. 
Klingt die Schilddrüsenwirkung ab, so nimmt durch das Überwiegen der 
Assimilation das Körpergewicht zu und gelangt nach einigen Wochen 
zur früheren Höhe zurück, oftmals wird sogar der Verlust an Körper- 
substanz überkompensiert. 
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Zusammenfassend ergibt sich, daß unter dem Einfluß von Thy- 
reoidea oder von Tyramin-Phenyläthylamin der Stoffumsatz innerhalb 
eines relativ kurzen Zeitabschnittes verschiedene Stadien durchmacht. 
Es ist wichtig festzustellen, daß sich die spezifisch-dynamische Wirkung 
des Fleisches den verschiedenen Phasen des Stoffwechsels anpaßt. In 
den ersten Tagen nach der Schilddrüsenzufuhr oder nach der Eingabe 
von Tyramin-Phenyläthylamin (bzw. Adrenalin) erleidet die spezifisch- 
dynamische Wirkung keine Veränderung gegenüber der Norm. Erst 
mit dem Ansteigen des Stoffwechsels nehmen auch die Werte der 
spezifisch-dynamischen Wirkung zu. Am höchsten ist wohl ihr Wert 
in derjenigen Periode, wo die Dissimilation zwar sehr gesteigert ist, 
die Assimilationskräfte aber noch wenig beeinflußt sind. Dies ist das 
Stadium der ‚Dekompensation‘, wo die den Stoffwechsel regulierenden 
Mechanismen gestört, aber noch nicht einreguliert sind. Das System 
ist labil und spricht auf Stoffwechselreize, die nach Fleischaufnahme 
entstehen, sehr leicht an. Eine spezifisch-dynamische Wirkung von 
30 bis 40% ist in dieser Phase keine Seltenheit! Nach einiger Zeit, 
mit der Ausbildung des „kompensierten‘‘ Stadiums der Schilddrüsen- 
wirkung, wird die spezifisch-dynamische Wirkung gewöhnlich kleiner, 
trotzdem der Gaswechsel immer noch erhöht ist. 





vor während 
-der der Schilddrüsenfülterung 
Abb. 4. Einfluß der Schilddrüsenfütterung auf die Größe der spezifisch 
dynamischen Wirkung des Fleisches. 


Abb. 4, welcher die Zahlen der nachfolgenden Tabelle I zugrunde 
liegen, bringt das Verhalten der spezifisch -dynamischen Wirkung 
sehr deutlich zum Ausdruck. Die gerade ausgezogenen Linien bedeuten 
die CO,-Ausscheidung, die gestrichelten Linien den O,-Verbrauch. 
Die schraffierten Flächen stellen die spezifisch-dynamische Wirkung 
dar. I, Ia, II und Ila sind Mittelwerte der Normalperiode (vor der 
Verfütterung von Schilddrüse). III, IV, V, VI, VII und VIII stellen 
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«еп Erhaltungsumsatz, IIIa, IVa, Va, VIa, VIIa und VIIIa die 
spezifisch-dynamische Wirkung іп der ersten Periode der Schilddrüsen- 
fütterung dar. Man sieht die Erhöhung des Gaswechsels, aber noch 
deutlicher tritt die Zunahme der spezifisch -dynamischen Wirkung 
hervor. IXa, Ха, XIa und XIIa zeigen, daß nach einiger Zeit die 
spezifisch-dynamische Wirkung wieder kleiner wird, trotzdem der 
Graswechsel immer noch erhöht ist (‚‚kompensiertes Stadium‘). 

Was wir hier beim Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung 
finden, ist im Grunde genommen eine sehr verbreitete Erscheinung, 
die häufig genug überall dort auftritt, wo der normale Organismus 
innerhalb kurzer Zeit vor ganz neue Aufgaben gestellt wird. Man 
denke an die Anfangsstadien des Fiebers, des Hungerstoffwechsels, 
der Infektions- und Herzkrankheiten usw. In dieser Phase sind be- 
kanntlich die Nebenerscheinungen viel deutlicher ausgesprochen als 
in den nachfolgenden Perioden, wo die Abwehrkräfte des Organismus 
Zeit gehabt haben, in den Vorgang regulierend einzugreifen und die 
Lebensprozesse den neuen Verhältnissen mehr oder weniger anzupassen. 

Eine nähere Betrachtung der Tabelle III und VII zeigt, daß beim 
Abklingen der Stoffwechselerhöhung die spezifisch-dAynamische Wirkung 
manchmal wieder groß wird (vgl. Versuche 611 und 692). Auch diese 
scheinbar sehr sonderbare Erscheinung läßt sich unter Zugrunde- 
legung der angeführten Anschauungen leicht erklären. Abb.1 und 2 
zeigen, daß wir beim ganzen Zyklus der Stoffwechselveränderungen 
zwei Stadien haben, wo die Dekompensation am größten ist: zu Be- 
ginn (с, b), wo die Dissimilation > Assimilation und am Schluß (с’, b’), 
wo umgekehrt die Assimilation > Dissimilation, also еше Dekompen- 
sation ,„indux‘ und ‚тедах“. Auch in diesem Stadium des ‚redux“ 
ist das System labil und leicht erregbar, und auch hier kann die spezifisch- 
dynamische Wirkung’ abnorm hoch werden. Auch dafür liefert uns 
die Klinik zahlreiche Beispiele. 

Die spezifisch-dynamische Wirkung wird gewöhnlich als ein Proto- 
plasmareiz charakterisiert. Dieser Ausdruck gibt die Art der Wirkung 
an. Er sagt aber nichts aus über die Mittel und Wege, die dazu führen. 
Die hier mitgeteilten Versuche sprechen dafür, daß einer dieser Wege 
über das vegetative Nervensystem führt. Ob er den einzig maßgebenden 
Faktor darstellt oder ob daneben noch andere, bisher vollständig un- 
bekannte Momente mitwirken, läßt sich nicht angeben. Jedenfalls sind 
enge Beziehungen zwischen dem Zustand des vegetativen Nervensystems 
und der spezifisch -dynamischen Fleischwirkung mit Sicherheit an- 
zunehmen. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung berechtigen 
daher zur experimentellen Prüfung der Frage, ob man nicht їп dia- 
gnostischer Hinsicht durch Bestimmung der spezifisch - dynamischen 
Wirkung des Fleisches eine Einsicht in den Erregbarkeitszustand des 
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vegetativen Nervensystems des betreffenden Menschen gewinnen 
könnte. Die schlechte Reaktion der Basedowkranken auf eine über- 
mäßige, aber auch auf eine sonst normale Fleischzufuhr läßt sich nun 
leicht erklären. So fanden z. B. Е. Pribram und O. Porges!) (bei 
v. Noorden) bei einem Basedowpatienten sehr bedeutende Zunah men 
des Sauerstoffverbrauchs und beträchtliche Körpergewichtsabnah men, 
als der früher eiweißfreien Nahrung immer größere Eiweißmengen 
zugesetzt wurden. Das Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung 
bei Basedow ist noch sehr wenig untersucht. R. Weisz und E. Adler?) 
fanden bei einem Basedowpatienten eine sehr hohe spezifisch-dynamische 
Wirkung des Rohrzuckers, und Rolly?) hat ebenfalls an einem Basedow- 
kranken feststellen können, daß nach der Schilddrüsenoperation die 
spezifisch-dynamische Wirkung des Eiweißes kleiner wurde. In zwei 
Fällen von Basedow, die von Aub und Means*) untersucht wurden, 
entsprach dagegen die spezifisch-dynamische Wirkung des Eiweißes 
der Norm. Die Lösung der ganzen Frage wird durch verschiedene 
Umstände erschwert. Das Wesen der Krankheit ist eben nicht auf- 
geklärt, und immer erscheint es noch fraglich, ob beim Basedow eine 
Hyper- oder eine Dysfunktion oder vielleicht beides vorliegt. Zudem 
muß meines Erachtens auch las Stadium der Krankheit berücksichtigt 
werden. Abb. 4 zeigt, daB nach Schilddrüsenfütterung die spezifisch- 
dynamische Wirkung in verschiedenen Zeitabschnitten ganz verschie- 
dene Werte aufweist. Ähnliches ist auch beim Basedow denkbar. 
Ein frischer Basedowfall kann auf Eiweißzufuhr anders reagieren als 
ein anderer Fall, wo die Krankheit bereits voll ausgebildet ist. 
Welche Stoffe im Fleische bzw. im Eiweiß die spezifisch-dyna- 
mische Wirkung auslösen, ob diese Stoffe im Fleische schon präformiert 
sind und etwa zum Typus der akzessorischen Nährstoffe gehören, 
oder ob sie erst bei der chemischen Verarbeitung des Eiweißes im 
tierischen Organismus entstehen (Amino- oder Oxysäuren nach Lusk), 
ist noch unklar’). Es ist nicht daran zu zweifeln, daß das Schema 
Eiweiß — Aminosäuren und Aminosäuren — Eiweiß, oder Amino- 
säure «> Oxy-Ketosäure kein vollständiges Bild vom Verhalten der 
Eiweißkörper im Organismus gibt. Es liegen viele Anhaltspunkte 
dafür vor, daß beim intermediären Eiweißstoffwechsel eine größere 
Reihe von Stoffen entsteht. Unsere positiven Kenntnisse in dieser 
Richtung sind aber noch zu gering, um nur eine bestimmte Substanz 


1) Е. Pribram und О. Porges, Wien. klin. Wochenschr. 1908, Nr. 46. 

2) R. Weisz und Е. Adler, Klin. Wochenschr. І, S. 1592, 1922. 

3) Rolly, Deutsch. med. Wochenschr. 1921, S. 917. 

t) Aub und Means, Arch. of intern. med. 28; Chem. Zentralbl. 1, 
593, 1922. 

5) Versuche darüber sind im Gange. 
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oder eine gewisse Etappe der Eiweißzerlegung für die spezifisch-dyna- 
mische Wirkung verantwortlich zu machen. 


Aus den bereits in der Mitteilung V beschriebenen Versuchen geht 
die Bedeutung des vegetativen Nervensystems für die Stoffwechsel- 
prozesse hervor. Die Versuche der vorliegenden Arbeit sprechen nun 
aber dafür, daß das vegetative Nervensystem seinerseits durch die inter- 
mediären Stoffwechselprodukte beeinflußt wird, ein Verhalten, welches 
in der Physiologie nicht isoliert dasteht. Beide Prozesse scheinen 
innigst miteinander verbunden zu sein, und es ist nicht ausgeschlossen, 
daß die große Bedeutung der Eiweißkörper und insbesondere des 
Fleisches nicht zuletzt auch in einer physiologisch notwendigen Reiz- 
wirkung der Abbauprodukte auf das vegetative Nervensystem zu 
suchen ist. 


Experimentelles. 


Zu den Versuchen dienten weiße Ratten, an denen der Gaswechsel 
nach der Methode von Haldane untersucht wurde. Auf eine nähere Schil- 
derung der Methodik kann verzichtet werden, da diese bereits in den 
früheren Mitteilungen genau beschrieben ist. Es sollen nur einige Ab- 
änderungen der Versuchsanordnung erwähnt werden. Während die früheren 
Versuche bei Zimmertemperatur ausgeführt wurden, wurde hier der Gas- 
wechsel zur Ausschaltung der chemischen Wärmeregulation bei einer 
Temperatur von 28 bis 30° bestimmt. Höhere Temperaturen (z. B. bis 33°) 
wurden vermieden, da einige diesbezügliche Versuche gezeigt haben, daß 
oberhalb von 31° die Tiere ziemlich stark unter der Wärme zu leiden be- 
ginnen. Von besonderer Wichtigkeit ist eine möglichst genaue Ermittlung 
des sogenannten Erhaltungsumsatzes, d.h. des Ruheumsatzes im voll- 
ständig nüchternen Zustand bei ausgeschalteter chemischer Wärme- 
regulation. Es müssen dazu eine Reihe von Angewöhnungsversuchen am 
Tier vorgenommen werden. Einige Tage hintereinander kommen die Ratten 
in den Respirstionskasten und verbleiben hier während 5 bis 8 Stunden 
bei 28 bis 30°C. Erst dann darf mit dem eigentlichen Versuch begonnen 
werden. Die Dauer der einzelnen Versuche soll nicht zu kurz sein und soll 
mindestens 3 Stunden betragen. 


Die sicherste Methode zur Bestimmung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung ist die gleichzeitige Ermittlung des Stoff- und Energiewechsels 
im Respirationskalorimeter, wie es von Rubner, Benedikt und anderen 
ausgeführt wurde. Leider stand mir ein solcher Apparat nicht zur Ver- 
fügung, und die Bestimmung der spezifisch-dynamischen Wirkung erfolgte 
auf Grund der Zunahme des Sauerstoffverbrauchs und der vermehrten 
Kohlensäureausscheidung. Aus der Größe der Sauerstoffaufnahme kann 
unter Berücksichtigung des respiratorischen Quotienten die Wärmeent- 
wicklung mit ziemlicher Genauigkeit berechnet werden (vgl. die Ве- 
rechnungen weiter unten). Bei der Berechnung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung wurde die Höhe des Erhaltungsumsatzes zugrunde gelegt. Unter 
dem Einfluß von Schilddrüse oder von Tyramin-Phenyläthylamin geht 
der Erhaltungsumsatz in die Höhe. Es wurde daher so verfahren, daß 
nach Eingabe dieser Präparate der Erhaltungsumsatz erneut bestimmt 
wurde und die spezifisch-dynamische Wirkung mit dem neuen Erhaltungs- 


282 d, Abelin: 


umsatz verglichen wurde. Da bei fortdauernder Zufuhr von Schilddrüse 
oder Tyramin-Phenyläthylamin der Erhaltungsumsatz immer größer und 
größer wird, mußte während der Periode der Thyreoideaverfütterung an 
jedem Versuchstage zuerst der Erhaltungsumsatz und dann die spezifisch- 
dynamische Wirkung bestimmt werden. 


Im Durchschnitt findet man bei normalen Ratten die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Fleisches zu etwa 10%. Es gibt aber einzelne 
Tiere, welche auf die Fleischzufuhr nur mit einer ganz geringen Erhöhung 
der Oxydationen reagieren (vgl. die Versuchsserie vom 20. Januar bis 
31. März 1922). Andererseits gibt es Tiere, welche eine höhere spezifisch- 
dynamische Wirkung aufweisen (vgl. Versuchsserie vom 21. Juni bis 
24. Juli 1922). Es ist kaum anzunehmen, daß der geringe Effekt der 
spezifisch-dynamischen Wirkung, den man bei manchen Tieren findet, auf 
das Kompensationsgesetz zurückzuführen ist, denn die Versuche wurden 
ja sehr nahe der kritischen Temperatur ausgeführt (bei der Ratte liegt die 
kritische Temperatur bei etwa 31 bis 33° C,. die Versuchstemperatur war 28 
bis 30°). Außerdem war bei manchen Tieren bei der derselben Versuchs- 
temperatur die spezifisch-Aynamische Wirkung normal oder sogar etwas 
erhöht. Vielleicht handelt es sich in diesen Fällen um eine verschieden 
leichte Erregbarkeit des vegetativen Nervensystems. 


Die Versuche über die spezifisch-dynamische Wirkung wurden in der 
Weise ausgeführt, daß die Tiere 15 bis 18 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme mit einer abgewogenen Menge Fleisch gefüttert wurden und 
Lo bis 1 Stunde darauf in den Respirationsapparat kamen. Um bei der 
Gewichtsbestimmung des Versuchskastens Wägefehler infolge Temperatur- 
differenz zu vermeiden, wurde der leere Respirationskasten zuerst auf eine 
Temperatur von 28 bis 30° erwärmt. Die Ratte wurde dann rasch in den 
Kasten gebracht und schnell gewogen. Die ganze Operation dauerte nur 
einige Minuten, so daß nur eine geringe Abkühlung eintrat. Ebenso wurde 
nach Schluß des Versuchs der Kasten mit der Ratte schnell zur Wägung 
gebracht. Zu große Temperaturdifferenzen zwischen der ersten und zweiten 
Wägung des Kastens sind unbedingt zu vermeiden, da sie erhebliche Fehler 
im Sauerstoffverbrauch ergeben können. 


Es sei noch kurz das Verhalten der Tiere bei der erhöhten Außen- 
temperatur erwähnt. Веі allen Ratten hat sich ausnahmslos fest- 
stellen lassen, daß besonders in den ersten Tagen nach Zufuhr von 
Thyreoidea, Tyramin-Phenyläthylamin oder Adrenalin die Temperatur 
von 28 bis 30° von den Tieren viel schlechter ertragen wurde als zuvor. 
Diese verminderte Toleranz gegen Temperaturerhöhung war das erste 
und sichere Zeichen der beginnenden Stoffwechselwirkung der Präparate. 


Nach Zufuhr von Schilddrüse oder von Tyramin-Phenyläthylamin 
nimmt der Sauerstoffverbrauch und somit die Wärmebildung erheblich 
zu (30 bis 50%), die Wärmeabgabe wird aber viel weniger beeinflußt. 
Die relative Oberfläche E 
Körpergewicht 
das Körpergewicht abnimmt, und die Wärmeabgabe durch Leitung 
und Strahlung kann somit zunehmen. Auch der Wärmeverlust durch 
Wasserverdampfung kann durch vermehrte Respirationsfrequenz in 


) wird zwar etwas größer, da 
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die Höhe gehen. Trotzdem ist doch ein gewisses Mißverhältnis zwischen 
Wärmebildung und Wärmeabgabe, wenigstens in der ersten Zeit nach 
Schilddrüsen- oder Amineingabe, sehr wahrscheinlich. ` Wird nun ein 
solches Tier einer Außentemperatur von 28 bis 30° ausgesetzt, so ist 
die Wärmeabgabe noch mehr erschwert und es kommt leicht zu einer 
Wärmedyspnoe. Das ganze Phänomen kann also vom rein physika- 
lischen Gesichtspunkte aus erklärt werden. Ob daneben noch andere 
Faktoren mitspielen, läßt sich nicht sagen. Ich möchte die ganze Er- 
scheinung mit den Beobachtungen von Boldyre/f und den neueren 
Arbeiten von Hauri und Ruchti!) in Zusammenhang bringen. Letztere 
Autoren fanden, daß Kaninchen nach Entfernung der Schilddrüse 
gegen Erhöhung der Außentemperatur viel weniger empfindlich sind 
als Normaltiere. Die verminderte Empfindlichkeit gegen Erwärmung 
bei schilddrüsenlosen Kaninchen und umgekehrt die erhöhte Empfind- 
lichkeit bei Zufuhr von Thyreoidea oder Tyramin-Phenyläthylamin 
liefern neue Anhaltspunkte für die Beziehungen zwischen Schilddrüse 
und Wärmeregulation. 


A. Die spezifisch-dynamische Fleischwirkung bei Schilddrüsenfütterung. 
1. Versuch vom 13. Januar bis 21. Februar 1922. 


Diese sowie jede nachfolgende Versuchsserie zerfällt in fünf Ab- 
schnitte: | 

1. Feststellung des Erhaltungsumsatzes bei 28 bis 300. 

2. Bestimmung der spezifisch dynamischen Wirkung bei der 
gleichen Temperatur. 


3. Darreichung der zu prüfenden Präparate während einiger Zeit. 
Darauf erneute 


4. Feststellung des veränderten Erhaltungsumsatzes bei 28 bis 
30° und 


5. Bestimmung der spezifisch dynamischen Fleischwirkung unter 
Berücksichtigung des erhöhten Erhaltungsumsatzes. 


Als Mittelwert des Erhaltungsumsatzes während der Normalperiode 
finden wir bei diesem Tiere 2,20 g CO, und 2,06g О, pro Kilo und Stunde. 
Nach Fleischaufnahme stieg der Gaswechsel im Mittel auf 2,47 р CO, und 
2,25 g О, pro Kilo und Stunde. Die spezifisch-dynamische Wirkung des 
Fleisches betrug demnach in der Normalperiode im Mittel 11,35% CO, 
und 8,4% O,. Nach fünfmaliger Darreichung von 1 bis 1 Thyroidtablette 
(Burroughs Wellcome & 0,324) geht der Erhaltungsumsatz beträchtlich 
in die Höhe, die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches nimmt zu- 
gleich außerordentlich zu. Wir finden am 2. Februar für die spezifisch- 
dynamische Wirkung einen Wert von 40,7°, CO, und 30,6% O, ат 
4. Februar 36,3% CO, und 24,4% O, am 6. Februar 31,8% CO, und 


1) L. Asher, Beiträge zur Physiologie der Drüsen, Mitt. 40 u. 42; diese 
Zeitschr. 98 u. 105. 
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26,7% О,!). Tabelle I zeigt auch deutlich das allmähliche Abklingen der 
Schilddrüsenwirkung: sowohl Erhaltungsumsatz wie spezifisch-dynamische 
Wirkung nehmen nach Aufhören der Thyreoideazufuhr fortwährend ab 
und nähern sich den Normalwerten. Der Erhaltungsumsatz der Normal- 
periode beträgt im Mittel 2,20 g СО, und 2,06 g О, pro Kilo und Stunde; 
nach Abklingen der Schilddrüsenwirkung finden wir am letzten Versuchstag 
2,34g CO, und 2,20 р О», also beinahe übereinstimmende Zahlen. Auf- 
fallend ist, daß sowohl bei dieser Ratte wie bei der Ratte der Versuchs- 
serie 2 nach dem Abklingen der Schilddrüsenwirkung die spezifisch-dyna- 
mische Wirkung nicht zum Vorschein kommt (vgl. Versuche 563, 565, 591 
vom 15. Februar, 21. Februar, 11. April). 
Die Berechnung der Kalorienbildung ergibt folgendes Resultat: 


Mittelwert des O,-Verbrauches während der Normalperiode = 2.06 g 
pro Kilo und Stunde. 

Mittlerer Respirationsquotient der Normalperiode = 0,785. 

Kalorienbildung pro Kilo und Stunde = 6,998. 


Mittelwert des O,-Verbrauches nach Fleischaufnahme (vor der Schild- 
drüsendarreichung) = 2,25g pro Kilo und Stunde. 

Mittlerer Respirationsquotient = 0,795. 

Kalorienbildung pro Kilo und Stunde = 7,594. 

Es ergibt sich somit eine erhöhte Wärmebildung von 8,5 %. 

Am 2. Februar (unter dem Einfluß der Schilddrüsendarreichung) 
finden wir: 

Erhaltungsumsatz = 2,78g О, pro Kilo und Stunde. 

Respirstionsquotient = 0,789. 

Kalorienbildung pro Kilo und Stunde = 9,46 (gegenüber 6,998 Cal 
als Mittelwert der Normalperiode). 


Nach Fleischaufnahme finden wir am gleichen Tage einen O,-Verbrauch 
von 3,63 g pro Kilo und Stunde. 

Respirstionsquotient = 0,855. 

Kalorienbildung pro Kilo und Stunde = 12,37 g, im Vergleich mit dem 
Erhaltungsumsatz dieses Tages eine Steigerung von 30,76%. 

Am 4. Februar 1922. Erhaltungsumsatz = 2,68g О, pro Kilo und 
Stunde. 

Respirationsquotient = 0,823. 

Pro Kilo und Stunde gebildet 9,17 Cal. 

Nach Fleischaufnahme: O,-Verbrauch = 3,56 g pro Kilo und Stunde. 

Respirationsquotient = 0,842. 

Pro Kilo und Stunde gebildet = 12,24 Cal. 

Steigerung = 33,47 %. 

Am 6. Februar 1922. Erhaltungsumsatz = 2,77g О, pro Kilo und 
Stunde. 

Respirationsquotient = 0,793. 

Pro Kilo und Stunde gebildet 9,42 Cal. 

Nach Fleischaufnahme: O,-Verbrauch = 3,518 pro Kilo und Stunde. 

Respirationsquotient = 0,805. 

Pro Kilo und Stunde gebildet 11,96 Cal. 

Steigerung = 27%. 


1) Vgl. Abb. 4 auf 5. 278, 
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2. Versuch vom 23. Februar bis 11. Арти 1922. 

Bei 28°C betrug der Erhaltungsumsatz dieses Versuchstieres in der 
Normalperiode 2,11; CO, und 2,04 р Sauerstoff pro Kilo und Stunde. 
Die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches war vor der Thyreoidea- 
fütterung rund etwa 5%, ein Betrag, der unter dem Durchschnittswert liegt. 

Am 5. März begann die Verfütterung der Thyroidtabletten von Bur- 
roughs Wellcome, und bereits am 9. März steigt die spezifisch-Aynamische 
Wirkung des Fleisches auf 12,7 % О, und 9,4% CO, an. Die weitere Zufuhr 
von Schilddrüsentabletten führt zu einer immer höher werdenden Zunahme 
der spezifisch -dynamischen Wirkung, die am 15. März 28,7%, O, und 
34,89, für Kohlensäure beträgt. Am 13. März bekommt das Tier zum 
letztenmal 0,28 g Thyreoidea. Nach einigen Tagen beginnt die Größe 
des Erhaltungsumsatzes abzunehmen und zugleich wird auch die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Fleisches kleiner. Für den nahen Zusammen- 
hang zwischen dem Zustand des vegetativen Nervensystems, der Größe 
des Erhaltungsumsatzes und der Höhe der spezifisch-dynamischen Wirkung 
spricht auch der Kontrollversuch vom 11. April. Man findet jetzt, einen 
Monat nach der letzten Schilddrüsenfütterung, eine bedeutende Annäherung 
des Erhaltungsumsatzes an die Normalperiode. 

Der Erhaltungsumsatz war: 

a) In der Normalperiode im Mittel 2,11 g CO, und 2,04 g O, pro Kilo 
und Stunde; 

b) auf der Höhe der Fütterungsperiode mit Schilddrüse (13. März) 
3,56 g CO, und 3,24 g O,; 

с) 1 Monat nach der letzten Aufnahme von, Thyreoidea (11. April) 
2,51 СО, und 2,39 р O. 

Auch die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches sinkt von 
28,7% CO, und 34,81% О, am 13. März auf 12,7% CO, und 15,6% О, am 
30. März und am 11. April ruft die gleiche Fleischmenge keine Steigerung 
des Gaswechsels hervor. In ähnlichem Sinne sprechen auch das Verhalten 
des Körpergewichts des Tieres. Zu Beginn des Versuches war das Körper- 
gewicht der Ratte 143g, es sank auf 104,2 g nach Schilddrüsenaufnahme 
und betrug am Schlusse des Versuches 147,4 g. 


3. Versuch тот 2. Juli bis 3. August 1922. 


Der Einfluß der Schilddrüsenfütterung auf die Größe der spezifisch- 
dynamischen Wirkung des Fleisches ist auch aus dieser Versuchsserie sehr 
leicht zu ersehen. Nach Verfütterung von insgesamt 1,78g Thyreoidea 
wuchs die spezifisch-dynamische Wirkung mehr als um das Drei- bis Vier. 
fache. Interessant ist noch der plötzliche Wiederanstieg der spezifisch- 
dynamischen Wirkung im Versuch N 611 vom 3. August, also in einem 
Stadium, wo die Schilddrüsenwirkung zu einem großen Teil bereits ab- 
geklungen ist (zweites ‚„Decompensationsstadium‘‘),. Davon war bereits 
auf S. 279 die Rede. 


В. Die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches bei Eingabe von 
Tyramin und Phenyläthylamin. 
1. Versuch vom 20. Januar bis 31. März 1922. 


Auch in dieser Versuchsserie handelt es sich um ein Tier, welches nur 
wenig auf die Fleischzufuhr reagiert. In den vielen Versuchen der Normal- 
periode, sowie während der ersten Zeit nach Zufuhr von Tyramin und 
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Phenyläthylamin war die spezifisch-dynamische Wirkung Null oder beinahe 
Null. Nur in zwei Versuchen der Normalperiode konnte eine Gaswechsel- 
erhöhung von etwa 7 bis 10% festgestellt werden. Für diesen und für die 
anderen Versuche mit Tyramin-Phenyläthylamin ist noch typisch, daß 
die Erhöhung des Gaswechsels in der Ruhe und die Zunahme der spezifisch- 
dynamischen Wirkung erst ganz langsam eintritt. Aber auch in dieser 
Veersuchsreihe findet man, daß mit der Erhöhung des Gaswechsels auch die 
spezifisch-dynamische Wirkung größer wird. Am 14. März sehen wir 
eine spezifisch-dynamische Wirkung von 13% СО, und 19% O, am 16. März 
9,7% СО, und 18,5% O, und am 24. März sogar 37,4%, CO, und 28,35 %О,. 
Nach dem Aussetzen der Präparate nimmt der Gaswechsel ab und die 
spezifisch-dynamischeWirkung sinkt allmählich. 


2. Versuch vom 23. Juni bis 2. August 1922. 

Mittelwert des Erhaltungsumsatzes während der Normalperiode: 
2,00 О, und 1,90 g CO, pro Kilo und Stunde. | 

Mittelwert des Gaswechsels nach Fleischaufnahme: 2,295 О, und 
2,07 g CO, pro Kilo und Stunde. 

Während der Normalperiode betrug somit die spezifisch-dynamische 
Wirkung bei diesem Tier im Mittel 14,5% CO, und 9% O,. Nach sechs- 
maliger Eingabe von Tyramin und Phenyläthylamin per os geht die spezi- 
fisch-dynamische Fleischwirkung in die Höhe und erreicht am 12. Juli 
einen Wert von 21,2%, CO, und 31,82%, О,. Am 18. Juli finden wir 24,75 %, 
CO, und 14% O, am 20. Juli 30,0% CO, und 35,1% O, und schließlich 
am 22. Juli 28,5%, CO, und 25,26% O, Am 21. Juli bekommt das Tier 
zum letztenmal Tyramin-Phenyläthylamin, und die spezifisch-dynamische 
Wirkung bewegt sich von nun an in den Grenzen zwischen 13 bis 16%, 
also nur etwas mehr als in der Normalperiode. | 

Während sonst die Tiere eine Temperatur von 28 bis 30°C ziemlich 
gut ertragen und im Respirationskasten ganz ruhig sitzen, konnte auch 
bei dieser Versuchsreihe festgestellt werden, daß während der Zeitperiode, 
wo Tyramin-Phenyläthylamin eingegeben wurde, die gleiche Temperatur 
viel schlechter ertragen wurde. Es konnte auch mehrmals beobachtet 
werden, daß die schwereren Wärmestörungen meist in den ersten Tagen nach 
der Eingabe des Präparates auftreten. Nach mehrmaliger Zufuhr von 
Tyramin-Phenyläthylamin waren diese Nebenerscheinungen viel schwächer 
ausgesprochen. 


3. Versuch vom 21. Juni bis 24. Juli 1922. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsserie decken sich vollständig mit den- 
jenigen der früheren Versuche. Aus Tabelle VI ist leicht ersichtlich, daß 
nach Zufuhr von Tyramin-Phenyläthylamin die spezifisch-dAynamische 
Wirkung zunahm. Leider ging das Tier frühzeitig an einem Unfall ver- 
loren. Die Zahlen der Tabelle VI beweisen aber, daß erstens unter dem 
Einfluß der proteinogenen Amine der Erhaltungsumsatz um etwa mehr 
als 25% zugenommen hat und zweitens, daß in den Versuchen vom 22. und 
24. Juli die spezifisch-dynamische Wirkung des Fleisches höher war als 
in der Normalperiode. Es ist noch hervorzuheben, daß diese Ratte schon 
vor der Eingabe des Tyramin-Phenyläthylamins stärker auf Fleischzufuhr 
reagierte als andere Tiere. Die spezifisch-dynamische Wirkung war im 
normalen Zustande im Mittel 15,89, CO, und 16,94% O,. Nach Tyramin- 
Phenyläthylamin stiegen diese Zahlen auf 20,8 % CO, und 20% О, und auf 
28,60% CO, und 26,8% О,. 
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С. Die spezifisch-dynamische Wirkung bei Eingabe von Thyreoidea, Tyramin 
| und Phenyläthylamin. 
Versuch vom 5. Juli bie 3. August 1922. 

In einer der früheren Mitteilungen!) wurde darauf hingewiesen, daß 
man bei gleichzeitiger Eingabe von geringen, an und für sich unwirksamen 
Mengen Thyreoidea und Tyramin-Phenyläthylamin sehr starke Stoff- 
wechselerhöhungen erzielt und daß dabei auch sehr starke Erregungen 
des vegetativen Nervensystems auftreten. Es war daher nicht ohne In- 
teresse, auch das Verhalten der spezifisch-dynamischen Wirkung zu prüfen. 
Mittelwert des Erhaltungsumsatzes während der Normalperiode: 2,26 gCO, 
und 2,15g O, pro Kilo und Stunde Mittelwert des Gaswechsels nach 
Fleischaufnahme: 2,56 g CO, und 2,23 g О, pro Kilo und Stunde. Bereits 
nach viermaliger Zufuhr ganz kleiner Mengen von Schilddrüse - Tyramin, 
Phenyläthylamin hat die spezifisch-dynamische Wirkung eine sehr wesent- 
liche Erhöhung erfahren: von 13,3% CO, und 3,75% O, (als Mittelwert 
der Normalperiode) auf 31,0% CO, und 31,7% O,. Auch in den nach- 
folgenden Tagen war die spezifisch-dynamische Wirkung groß. Wie in den 
früheren Versuchen nahm dann nach Aufhören der Zufuhr der Präparate 
auch die Größe der spezifisch-dynamischen Wirkung ab. Die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Rohrzuckers hat nach Eingabe der Präparate 
keine wesentlichen Veränderungen erfahren. Es sei aber betont, daß sie 
jedoch um 5% erhöht wurde?). 


D. Versuche mit Adrenalin. 

An die Spitze derjenigen Stoffe, welche den sympathischen Teil des 
vegetativen Nervensystems erregen, ist wohl das Adrenalin zu setzen. 
Seine Wirkung auf den Ruheumsatz wurde in der У. Mitteilung dieser 
Beiträge?) experimentell geprüft. Das Ergebnis war, daß bei subkutaner 
Injektion Adrenalin, ebenso wie viele andere vegetativ erregende Substanzen, 
den Gaswechsel erhöht. Nur bei peroraler Zufuhr , die ja praktisch nicht 
in Betracht fällt, konnte eine Abnahme der CO,-Ausscheidung und des 
O,-Verbrauchs festgestellt werden. Es lag nun nahe, die Beziehungen der 
wiederholten Adrenalinzufuhr zur spezifisch-dynamischen Wirkung des 
Fleisches zu untersuchen. Bei der Ratte, welche zum 


Versuch vom 26. April bis 1. Juni 1922 
diente, war die spezifisch-dynamische Fleischwirkung vor der Adrenalin- 
zufuhr sehr gering. Am 10. Mai wurden 0,3 mg Adrenalin. HO subkutan 
eingespritzt. Der Erfolg zeigte sich darin, daß in den ersten Stunden nach 
der Injektion der Gaswechsel ganz beträchtlich zunahm: von 2,01g CO, 
und 1,89 g О, pro Kilo und Stunde, als Mittelwert der Normalperiode, auf 
3,34 g CO, und 3,05 р O,! Ferner zeigte sich die Hypersensibilisierung 
gegen die erhöhte Außentemperatur: ebenso wie die mit Schilddrüse (oder 
mit Tyramin-Phenyläthylamin) behandelten Tiere ertrug auch diese Ratte 
nach der Adrenalininjektion die Temperatur von 29 bis 30° ganz bedeutend 
schlechter als zuvor. Während sonst die Tiere im Kasten ganz ruhig sitzen 
und bei 28 bis 30° keine Dyspnoe haben, konnten jetzt dyspnoische Er- 
scheinungen, wenn auch nicht sehr schweren Grades, festgestellt werden. 


1) Vgl. diese Zeitschr. 129, 25. 

2) Diese Zeitschr. 129, 1, 1922. 

з) Über Versuche mit Rohrzucker soll nächstens gemeinsam mit 
R. Neuburger berichtet werden. 


J. Abelin: 
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296 J. Abelin: 


Der Körper war langgestreckt, die Haare ganz naß. Die Erhöhung der 
spezifisch-dynamischen Wirkung des Fleisches zeigte sich erst nach wieder- 
holter Adrenalininjektionen. Am 23. Mai finden wu eine Steigerung des 
Erhaltungsumsatzes nach Fleischaufnahme um 18,2%, CO, und 24,14% О, 
gegenüber den Nüchternzahlen dieses Tages. Es ECH allerdings hervor- 
zuheben, daß der Erhaltungsumsatz unter dem Einfluß von Adrenalin 
heruntergegangen ist, aber auch abgesehen davon, finden wir in der Adre- 
nalinperiode nach Fleischaufnahme Zahlen, die größer sind als die Normal- 
werte. Im großen und ganzen ist die Erhöhung der spezifisch-dynamischen 
Wirkung durch Adrenalineingabe etwas kleiner als durch Schilddrüsen- 
zufuhr oder Tyramin- Phenyläthylamininjektion, aber doch sehr deutlich 
ausgesprochen. 


Versuch vom 10. November bis 4. Dezember 1922. 


Für die Beziehung der spezifisch-dynamischen Wirkung zum Zustande 
des vegetativen Nervensystems ist diese Versuchsserie insofern von In- 
teresse, als es sich im vorliegenden Falle um ein Tier handelt, welches 
normalerweise auf Fleischzufuhr mit einer geringen Steigerung des Ег- 
haltungsumsatzes reagierte. 

Mittelwert des Erhaltungsumsatzes während der Normalperiode: 
1,86 g CO, und 1,82 g O, pro Kilo und Stunde. 

Mittelwert des. Gaswechsels nach Fleischaufnahme: 2,18g CO, und 
1,90 g O, pro Kilo und Stunde. 

Nur die CO,-Ausscheidung hat um 16,6% zugenommen, die Erhöhung 
des O,-Verbrauches beträgt 4,4%. Zu einem ähnlichen Resultat führt 
auch die Berechnung des Kalorienumsaltzes. 

Mittlerer Respirationsquotient der Normalperiode 0, 741 (im Erhaltungs- 
umsatz). 

Kalorienbildung im Erhaltungsumsatz 8,845 g pro Kilo und Stunde 
(Mittelwert)... 

Mittlerer Respirationsquotient nach Fleischaufnahme 0,832. 

Kalorienbildung nach Fleischaufnahme 9,31 g pro Kilo und Stunde 
(Mittelwert). 

Steigerung der Kalorienbildung nach Fleischaufnahme vor den Adre- 
nalininjektionen = 5,3 %. 

Nach wiederholter Einspritzung von Adrenalin ging aber auch hier 
die spezifisch-dynamische Wirkung in die Höhe, besonders wenn wir die 
Zahlen des Sauerstoffverbrauches berücksichtigen. Die Kohlensäure- 
produktion ist um etwa das Doppelte bis Anderthalbfache im Vergleich 
mit dem Mittelwert der Normalperiode gestiegen, während die Sauerstoff- 
aufnahme um ein vielfaches höher geworden ist. Eine Senkung des Er- 
haltungsumsatzes nach Adrenalinzufuhr konnte bei diesem Tier nur einmal 
festgestellt werden (vgl. Versuch vom 30. November), an den anderen 
Tagen weist der Erhaltungsumsatz keine wesentliche Veränderung gegen- 
über der Normalperiode auf. 


Zusammenlassung. 

1. In Fortsetzung früherer Untersuchungen über die Beziehungen 
des vegetativen Nervensystems zu den Stoffwechselvorgängen wurde 
die Bedeutung des vegetativen Nervensystems für die spezifisch - dyna- 
mische Wirkung der Eiweißkörper experimentell untersucht. Die Ver- 
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suche haben ergeben, daß in der Tat enge Beziehungen zwischen dem 
vegetativen Nervensystem und der spezifisch-dynamischen Wirkung 
bestehen. Es konnte gezeigt werden, daß nach wiederholter Dar- 
reichung von Stoffen, welche die Erregbarkeit des vegetativen Nerven- 
systems erhöhen, wie z. B. von wirksamer Schilddrüsensubstanz, von 
Tyramin und Phenyläthylamin, nicht nur der Ruhe- und Erhaltungs- 
umsatz, sondern in noch erheblicherem Maße die spezifisch-dAynamische 
Wirkung des Fleisches in die Höhe geht. — Diese Beeinflussung des 
Stoffwechsels und der spezifisch-dynamischen Wirkung wird in der 
Arbeit einer näheren Analyse unterzogen. Ähnlich wie Schilddrüse 
und Tyramin-Phenyläthylamin wirkt auch Adrenalin, allerdings in 
etwas schwächerem Maße. 

2. Für den nahen Zusammenhang zwischen dem Zustande des vege- 
tativen Nervensystems, der Höhe des Stoffumsatzes und der Größe 
der spezifisch-dynamischen Fleischwirkung spricht auch der Umstand, 
daß einige Zeit nach dem Aussetzen der den Stoffwechsel anregenden 
. Präparate nicht nurder gesamte Stoffwechsel, sondern auch die spezifisch- 
dynamische Wirkung allmählich zum früheren normalen Wert zurück- 
kehrt. 

3. Die sehr schwankenden Werte der spezifisch - dynamischen 
Wirkung, welche man bei einzelnen Tieren oder einzelnen Menschen 
findet, sind wahrscheinlich zum großen Teil auf eine verschieden leichte 
Ansprechbarkeit des vegetativen Nervensystems zurückzuführen. 

4. Nach Darreichung von Schilddrüse, von Tyramin und Phenyl- 
äthylamin oder von Adrenalin werden die Tiere gegen eine Erhöhung 
der Außentemperatur bedeutend empfindlicher. 


Spezifische Zuckerwirkung bei Keimversuchen. 


Von 
F. Boas und F. Merkenschlager. 


(Aus dem Botanischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Weihenstephan.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In mehreren Arbeiten hat der eine von uns (1) gezeigt, daß bei 
Aspergillus niger und bei Aspergillus oryzae die Wirkung der Zucker- 
arten sich in ganz bestimmten Reihen anordnen läßt, wenn man die 
Eignung der Zuckerarten, die Bildung löslicher Stärke zu veranlassen, 
näher untersucht. Auf ähnliche Ideen geht eine Arbeit von Boas, 
Langkammerer und Leberle (2) hinsichtlich der Gärung ein. Es war 
wahrscheinlich, daß eine solche ‚spezifische Zuckerwirkung‘‘ auch bei 
höheren Pflanzen in Betracht komme. Kein pflanzliches Objekt dürfte 
sich besser für solche Untersuchungen eignen als der Same der gelben 
Lupine, deren physiologische Sonderstellung nach den Untersuchungen 
von Merkenschlager (3) zum Teil auf den jeweiligen Vorrat an Kohle- 
hydraten zurückgeführt werden muß. - Die Wirkung von Glycerin auf 
Lupinenkeimlinge, die in CaCO,-reicher Erde wuchsen, die Wirkung 
von Glucose auf Samen in sauerstofffreiem Wasser, von Saccharose 
und Glucose auf Samen in einer Ca(NO,),-Lösung wurde bereits be- 
schrieben. In der vorliegenden Arbeit suchten wir nun die Zucker- 
ernährung den natürlichen Verhältnissen nach Möglichkeit anzugleichen, 
mit anderen Worten die arteigenen Zucker, Galaktose und Arabinose, 
dem kohlehydratarmen und überaus eiweißreichen Samen von Lupinus 
luteus zuzuführen. Es hat sich tatsächlich gezeigt, daß alle früher unter- 
suchten Zuckerarten in ihrer Wirkung übertroffen werden durch die Galak- 
tose. Ап die zweite Stelle rückt die Arabinose. Es sind diejenigen 
Zuckerarten, auf die der biochemische und enzymatische Apparat der 
Lupine eingestellt ist. 6,36%, der Trockensubstanz von Lupinus luteus 
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werden eingenommen von der Lupeose, die hydrolysiert Galaktose 
liefert (4). Der Aufbau der Zellwandverdickungen der Cotyledonen 
setzt sich aus Paragalacto-araban zusammen, das hydrolysiert Galaktose 
und Arabinose liefert (5). 


Zur Methodik der Versuche. Zu den ersten beiden Versuchen stand 
uns ein ausgezeichnetes Keimmaterial aus dem Jahre 1921 zur Verfügung. 
Bei einer Reihe von Versuchen mußten wir mit dem überaus minderwertigen 
Saatgut des nassen Jahrgangs 1922 vorliebnehmen, das an Mischinfek- 
tionen äußerst zu leiden hatte (Mucor, Fusarium, Trichothecium, Fäulnis- 
bakterien). Um gleiche Quellungsbedingungen zu schaffen, wurden alle 
Samenschalen angeritzi. Es ist ja bekannt, daß sich unter den Lupinen- 
samen eine große Anzahl schwerquellbarer findet. Die Samen (in der Regel 
je 20) wurden in Petrischalen auf Fließpapier ausgelegt, das mit je 12 ccm 
der zu prüfenden Lösungen getränkt wurde. Das Keimbeet wurde täglich 
zweimal völlig erneuert. Nur so konnte die Pilzinvasion beim minder- 
guten Saatgut eingedämmt werden. Vor dem Übertragen der Samen in 
das neue Keimbeet wurden sie unter einem Weasserstrahl ausgiebig ge- 
waschen. Die Zeit, die bis zum Eintritt der Sichtbarkeit des Wurzelchens 
verstreicht und die Zahl der zu diesem Stadium gelangten Samen dienten 
uns als Kriterium für die Wirksamkeit der zugefügten Stoffe. Die Schalen 
standen im Zimmerlicht (geschützt vor direktem Sonnenlicht) und bei 
Zimmertemperatur. 


Versuch 1. 


Herkunft der Samen: Franken, 2ler Ernte. 

Keimgüte: sehr gut. 

Versuchszweck: Die Keimung der Lupinen sollte in einer 1,2 proz. 
Lösung von Ca(NO,), verfolgt werden, gleichzeitig in derselben Lösung 
nach Zugabe eines Zuckers (Saccharose, Galaktose, Arabinose). 

Versuchsbeginn: 11. Dezember 1922 früh 9 Uhr. 




















| | enk | 1,206 Са (М Оз); + 
Tag Stunde ТО 10 50 | 19 
| | Ca (N Оз»: | а Anbos E BEE 
UL . 5 nachm. — | — — — — 
12. | 9 уогт. — 1 — — — 
| г nachm. | — | 3 1 — — 
| nachm. = = 3 1 — — 
13. © 9 vorm. be | 6 3 3 1 
| 12 mittags | — 7 4 3 1 
2 nachm. — | 8 4 3° 1 
4,30 nachm. | — 17.10 4 3 z 
6 nachm. | 1 | 11 6 3 
14. 9 vorm. | 4 | 18 п 8 8 


Daß mit dem früheren Eintreten des Keimbeginns auch weiterhin 
ein erhöhtes Wachstum Hand in Hand ging, braucht nicht betont zu 
werden. Wir beschränken uns jedoch auf die Aufzeichnung des Keim- 
beginns. Die Galaktose hat weitaus am raschesten gewirkt. 
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Versuch 2. 
Keimgut derselben Herkunft. 
Versuchszweck: Wiederholung des Versuches 1 unter Ausschaltung 
der Arabinose. 
Versuchsbeginn: 14. Dezember 1922, 10 Uhr vormittags. 














| 
1.20 Ca(NO + 
Tag | Stunde 12% (Ca Ode | 12% Ca (N Os) 

EE ОЕ __ 1% Gal Galaktose e | 1% Saccharose 

59 1 

=. 5 

2 | 10 

Es bietet sich das gleiche Bild wie bei Versuch 1. 
Versuch 3. 


Herkunft der Samen: 22er Ernte aus Franken. 

Keimgüte: ganz minderwertig. 

Versuchszweck: Es soll geprüft werden, ob Lupinensamen noch in 
2 proz. Calciumnitrat keimen. Vergleichssame: Vicia faba. 

ann 14. Dezember 1922, vormittags 9 Uhr. 














| Vicia ` vice fabe Lupinus 
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In 2proz. Ca(NO,), wurde die Keimung der Lupine völlig unter- 
drückt. Die Keimung der kohlehydratreichen Vicia faba wurde zwar 
stark verlangsamt, aber nicht unmöglich gemacht. Die Lupine verrät 
ihre Kalkempfindlichkeit schon im Keimbeet. Am 19. Dezember 1922 
wurden die seit 14. Dezember 1922 in 2proz. Ca(N O,), liegenden Samen 
in H,O übertragen, sie keimten nicht mehr, sie waren tot. 


Versuch 4. 


Herkunft und Keimvermögen der Samen wie bei Versuch 3. 

Versuchszweck: Es soll ermittelt werden, ob die Galaktose noch ihre 
Wirkung in 2% Ca(NO,), entfalten kann. 

Versuchsbeginn 14. Dezember 1922, 10 Uhr vormittags. 








20, Са (N Оз)» + 
0,20 Galaktose | | 0,5 Olo Galaktose ! 1 0/0 Galaktose 
EE EE 
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Es zeigte sich also, daß Lupinen, die in 2proz. Ca(NO,), allein 
überhaupt nicht keimten, schon durch 0,2 proz. Galaktose zur Keimung 
anzuregen waren. Und zwar wirkte hier die niedere Konzentration 
günstiger als die höhere. Viel tiefer jedoch darf man mit der Konzen- 
tration nicht gehen, wie wir später sehen werden. 


Versuch 5. 


Herkunft der Samen: Handelsware. 

Keimgüte: Durch schlechte Lagerung minderwertig geworden. 

Versuchszweck: Es sollen die Wirkungen verschiedener Konzen- 
trationen von Kalk und Galaktose abgestuft werden. 

Beginn des Versuches: 2. Januar 1923, nachmittags 4 Uhr. 


МЕЕ 1,8%, 8% Са (NOD: + || + 


0,2%, 


` 1.5% Са (NOx + 
| 
бә, | | Galak tose Galaktose 


Ca (N O3)2 ` 1% 0,2% 


| | Galaktose, Galaktose 


No, 0 
Tag we Са (N 


el 
eeng 


Stunde 


























23 
4 5 

Die Keimung dieses Шайра wurde schon durch 1,5proz. Kalk 
unterdrückt, durch Galaktose ermöglicht. 


Versuch 6. 
Herkunft der Samen: Landessaatzucht Weihenstephan. 
Keimvermögen: gut. 
Versuchszweck: Wiederholung von Versuch 5 mit anderen Samen. 
Versuchsbeginn: 3. Januar 1923, 11 Uhr vormittags. 




















1,80% Ca (NO32 + | d 1,50% Ca (N O3)2 + 
Der Lenk je Ne т U 
Tag Stunde Wasser |Са (М Оз); 19% 0,2% || Ca (N 1% | 0,20% 
| |Galaktose Galaktose 'Galaktosc, Galaktosce 
ee Bee і EE 
9. 11 vorm 6 








Sja a a 
ТЕЕ 


10. | 9 vorm 20 2 4 
| 4 nachm. | 20 2 | а | | 
11. 9 vorm. 20 | 4 6 ; 8 | 1 12 | 10 


Dieses Saatgut konnte also zum Teil noch in 1,8proz. Kalk keimen. 
Die verschiedenen Herkünfte sind demnach ungleich empfindlich. 


Versuch 7. 
Herkunft der Samen: Franken, 2ler Ernte (nicht dieselbe Population 
wie bei Versuch 1). 
Keimgüte: zögernder Keimverlauf.' 
Versuchszweck: Es sollen niedrigere Konzentrationen von Kalk in 
ihrer Wirkung auf die Lupinenkeimung studiert werden. 
Versuchsbeginn: 4. Januar 1923, nachmittags 4 Uhr. 
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Tag | Stunde НО 0,5% Са (N Os} 0,8 Са (М Оз)» | 1% Са (N O): 








l proz. Calciumnitrat verzögerte die Keimung erheblich, zwischen 
0,5 und 0,8%, waren die Unterschiede verwischt. Am 9. Januar blieben 
die in 0,5proz. Ca (N O,), liegenden Keimlinge gegen die in H,O wachsen- 
den stark zurück. Die 20 in Iproz. Kalksalz ausgelegten Samen wogen 
bei Versuchsabbruch um 0,47 weniger als die in H,O gezogenen. 


Versuch 8. 


Herkunft der Samen: Weihenstephan 1921. 

Versuchszweck: Es könnte gegen unsere Versuche der Einwand ge- 
macht werden, daß die Wirkung der Galaktose auch darin bestehen könnte, 
daß der Keimling das Nitrat und die Galaktose mit Hilfe der im Samen 
vorhandenen Sulfate rasch zur Eiweißbildung verwendet, daß also die 
Galaktose die Kalkwirkung nur indirekt abschwäche. Es war deswegen 
nötig, in die Versuche auch das Calciumchlorid einzubeziehen. Die folgenden 
Zahlen sind auf das wasserfreie Salz bezogen, so daß die Konzentrationen 
des CaCl, nicht in Vergleich gesetzt werden dürfen zu den жесен Се- 
wichtsmengen des Nitrats. 


In 2,75proz. CaCl, keimte innerhalb 5 Tagen bere Vicia noch 
Lupinus. 

In 2proz. CaCl, wohin am 10. Januar 1923 11 Uhr vormittags 
Samen von Lupinus und Pisum gebracht worden waren, keimte Pisum, 
wenn auch zögernd, bis zu 100%, Lupinus überhaupt nicht. In der 
Schale, die außer CaCl, noch 1% Galaktose enthielt, keimte bis zum 
13. Januar nur ein einziger Same, der kurz nach dem Durchbruch 
des Würzelchens ebenfalls stehen blieb. 


Versuch 9. 


Wir gingen mit der Konzentration des CaCl, auf 1,5% herab. Auch 
hier war bei Lupinus luteus innerhalb 4 Tagen keine Keimung zu erzielen. 
Die Galaktosewirkung kam auch hier gegen die Kalkwirkung nicht auf, 
nur bei zwei Samen brach das Würzelchen durch, um sogleich stillzustehn. 


Versuch 10. 


Herkunft: Handelsware 1922. 

Keimgüte: äußerst schlecht. 

Die Samen wurden in Caleiumnitrat und Calciumchlorid (1,2 und 1ргог.) 
ausgelegt. Sie keimten nirgends (in destilliertem Wasser 4). Auch nach 
Galaktosezusatz nicht, die Pilzepidemie war nicht aufzuhalten. 
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Versuch 11. 


Herkunft der Samen: Weihenstephan 1920er Ernte. 

Keimfähigkeit: sehr gut. 

Versuchszweck: Die Galaktosewirkung auf Lupinenkeimlinge bei 
Gegenwart von CaCl, soll geprüft werden. 

Versuchsbeginn: 22. Januar 1923, früh 9 Uhr. 














Tag | Stunde | H,O 120%, Ca Ch | + e? KSC, 
| 
23. — 9 vorm. — — | E 
5 паст. 6 = 1 
24. | 11 vorm. 10 — 1 
| 5 nachm. 11 = 1 
25. 9 уогт. 15 — 4 


In 1,2proz. CaCl, keimten die Samen bis zum 25. Januar nur dann 
zu einem Teil, wenn gleichzeitig Galaktose verabreicht wurde. Ein weiterer 
Versuch verlief in gleicher. Weise. Bis zu 20%, keimen in 1,2proz. 
CaCl, nach Zugabe von Galaktose. Tödlich war ein viertägiges Ver- 
weilen in 1,2proz. CaCl, nicht, nach dem Übertragen der Samen in 
H,O keimte noch ein kleiner Teil. Das Anion ist von untergeordneter 
Bedeutung, die Kalkempfindlichkeit ist an das Kation gebunden. 


Versuch 12. 


Versuchszweck: 1рго2. CaCl, und 1рго2. Ca(N O,), ohne und mit Galak- 
tose auf Samen einwirken lassen. 

Herkunft der Samen: Weihenstephan 1920. 

Keimfähigkeit: mäßig. 

——— 25. Januar, ee 4 Uhr. 


m: a | aen |] ось | йы | © a (NO): 
Stünde froe кшш + с Са = —— „| GC 


E = == 











m | = 
27. 9 99 3 = T | me => 
3. 9 „ 6 2 3 | 2 2 
29. 1 9 „ 9 2 3 | 3 2 


In diesem Versuche fiel die Galaktosewirkung gar nicht in die Augen. 
Ein weiterer Versuch mit der gleichen Herkunft lehrte das gleiche. 
Wir suchten nach den Gründen, welche den Ausfall der Galaktose- 
wirkung bedingten. Wir konnten feststellen, daß der Reifegrad т 
dieser Population kein vollkommener war. In Keimblattschnitten fanden 
wir einen für Lupinensamen sonst nicht charakteristischen Gehalt an 
Stärke (bzw. an Amylodextrinen). Der Prozeß der Vollreife hätte diese 
Stärke in Öl umgewandelt. Gewöhnlich finden sich in Lupinussamen 
höchstens Spuren von Stärke. Aber die Zeit, die zwischen der Reife 
des ersten bis zu der des letzten Samens verstreicht, ist lang, und 
in einem Samengemisch werden sich immer schlecht ausgereifte Samen 
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vorfinden. So kam es, daß in der Literatur Angaben auftauchten, 
welche sich gegen diejenigen Untersuchungen richteten, welche den 
Samen von Lupinus für stärkefrei erklärten. Die letzte Versuchs- 
anstellung deutet darauf hin, daß weniger die Kohlehydrate die Kalk- 
empfindlichkeit herabsetzen als vielmehr das Öl. Der Kalk hat vielleicht 
die Eiweißkolloide, die noch fettärmer eingebettet waren als gewöhnlich, 
getroffen, bevor durch den bereits geschädigten biochemischen Apparat 
die Galaktose umgewandelt werden konnte. 


Versuch 13. 

Daß Lupinus angustifolius weniger kalkempfindlich ist als Lupinus 
luteus, ist bekannt. (Freilich kann unter gewissen Umständen die Empfind- 
lichkeit über die der gelben Lupine hinaus steigen.) Von Lupinus angusti- 
folius stand uns ein ausgezeichnetes Keimmaterial 192ler Ernte zur Ver- 


fü А 
у 25. Januar 1923, nachmittags 4 Uhr. 








| okz -Lupinus luteus upinus luteus | | Lupinus angustifolius 
Tag! Stunde оңо 12 Сас H,O 1.2 Ca 
ho Е 12 uch | о = |" 12 mn |. Самка 
27.| 9 vorm. | 11 — — } в = ES 
27.| 2 nachm. | 2 — = | 18: 1 | 1 
28. | 9 vorm. 12 a = Е 4 | 18 | 5 15 


Lupinus angustifolius gibt die geringere Kalkempfindlichkeit 
schon im Keimbeet zu erkennen. Das drückt sich in den Zahlen deutlich 
aus. Doch bleibt auch hier der Galaktose eine breite Möglichkeit der 
Wirksamkeit. 

Versuch 14. 

Es hat sich in Versuch 13 herausgestellt, daß die Stufen der Kalk- 
empfindlichkeit schon im Keimbeet sichtbar sind. Es lag nun nahe, andere 
Samen, aus denen kalkliebende Pflanzen hervorgehen, in einen solchen 


Versuch einzubeziehen. 
Samenzahl: je 10. — ze 24. Januar 1923, 9 Uhr vorm. 





Tag , Stunde Medium | VE Е СЕЕ sativum Hordasm | 
25. 10 vorm. H,O E — 9 IG = WE = 
1% CaCl, = = => — 
25. 4,30 пас. HO ү — 0 | — 9 
~E% Gott , = 2 ge 7 
26. 9 уогт. О ' 5 1 ' 6 9 
| 1% Сас, | — 4 5 9 
26. 3 nachm. HO 6 10 7 | 9 


Die Keimzahlen der Versuche mit destilliertem Wasser und Co, 
weichen am meisten bei Lupinus luteus voneinander ab, kaum bei 
Pisum und Hordeum. 
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Versuch 15. 


Versuchszweck: Lupinus angustifolius, von dem uns ausgezeichnetes 
Material zur Verfügung stand, im Verhalten gegen verschiedene Galaktose- 
konzentration bei Anwesenheit von 1% CaCl, zu verfolgen. 

Samenzahl: je 10. Versuchsbeginn: 29. Januar 1923 4 Uhr nachm. 


Tag Stunde | њо | 1% есь! EE 
ag tunde eege 
| | ‚ 1% Galaktose 10.2500 Galaktose | 0120р Galaktose 








— a m U. — _——— ——— —————————- 2—2 a ИК 











30. ` 2 паст.) 3 – | = — — 
30. 14,30 и 6 — | — Se = 
30. 5,30 ,, 8 =з s | ыз m 
31. | 9 vorm. 10 4 | 8 | 9 | 3 


0,25% Сајакёове wirken noch ausgezeichnet. 0,12%, kommen 
gegen die Kalkwirkung nicht mehr auf. Es ist der Keimungsgeschwindig- 
keit von Lupinus angustifolius zu danken, daß sich die Kalkempfind- 
lichkeit schon innerhalb 24 Stunden sichtbar machen läßt, und nach 
weiteren 20 Stunden ist bereits die Galaktosewirkung zu erkennen. Die 
Vorgänge, die auf dem Ackerboden 20 Tage zu sichtbarer Auswirkung 
brauchen, lassen sich durch Verstärkung der Ursachen auf 48 Stunden 
zusammendrängen. 

Versuch 16. 
Lupinus angustifolius in 0,5 proz. CaCl. 
Versuchsbeginn: 31. Januar 1923, 9 Uhr 30 Min. vormittags. 





0,5 СаСі, Йй 0.5 CaCl + Galaktose 











A er EE — TI 
1.П.| 9vm | 10 | 8 ir 7 
Die Keimzahlen gingen ineinander über. Aber im weiteren Verlauf 
der Keimung schoben sich größere Abstände ein. Schon nach 30 Stunden 
zeigten sich graduelle Unterschiede. 


Wir haben früher die Ansicht entwickelt, daß die Kationen der 
Erdalkalien, die auf engsten Raum zusammendrängten, einer starken 
Begleitung von Kohlehydraten und Fetten entbehrenden Eiweiß- 
biokolloide flocken und die im Eiweiß maskierten Eisenverbindungen 
mitreißen (6). 

Behrens (7) hat unterdessen unsere Methodik und unsere Schluß- 
folgerungen einer Kritik unterzogen. Selbstverständlich wissen wir, 
daß unserem Verfahren natürliche Mängel anhaften, wir wissen, daß 
Erbsensäfte und Lupinensäfte nur bedingt vergleichsfähig sind. Behrens 
setzt an unserer Methodik aus, daß wir von gleichen Samengewichts- 
mengen ausgegangen sind. Wenn wir einen gleichen Eiweißgehalt, 
wie ihn Behrens wohl postuliert, in den Säften als Ausgangslinie gewählt 
hätten, so hätten wir doch die Verhältnisse ins Unnatürliche verschoben. 
Wir hätten ein Mehrfaches der Anzahl der Erbsen gegenüber der der 

20 * 
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Lupinen nehmen müssen, um den Eiweißgehalt des Lupinensaftes zu 
erreichen. Die Fehlerquellen würden zahllos sein. Behrens macht 
einen Unterschied zwischen Reserveeiweiß und vegetativem Eiweiß. 
Für uns handelt es sich um die Gesamtheit der Eiweißstoffe, die den 
Angriffen der Ca-Ionen zugänglich sind, gleichgültig, ob nun das Eiweiß 
in den Cotyledonen oder das neu erstandene in den Achsenorganen 
in Frage kommt. Behrens sagt, es sei ihm nicht bekannt, daß die Asche 
von Lupinus weniger Kalk enthalte als die anderer Pflanzen. Wir 
haben das nie behauptet. Daß in der Asche der erwachsenen Lupine 
sich viel Kalk vorfindet, wußten wir längst, und es kann diese Tat- 
sache doch nicht die Erfahrung entkräften, daß die Lupine kalk- 
empfindlich ist. Im Gegenteil, sie ist eine Stütze unserer Auffassung, 
daß der Kalk nur während einer bestimmten Periode unverteidigte Tore 
findet. Die Schilder, auf die der Kalk später stößt, sind die Kohlehydrate 
und Fette. Sie sind es, die den Kalk abriegeln. Das ist unsere Auffassung, 
und in dieser werden wir durch die vorliegenden Versuche bestärkt. 

Andere Einwände wären näher gelegen. So z. B., daß Aluminium- 
salze oder andere Verbindungen ebensolche Fällungen im Reagenzglase 
hervorgerufen hätten, wie wir sie beschrieben haben. Wir kennen 
eine Reihe von Stoffen, die das Eiweiß in vitro flocken. Aber nach 
den Weisungen unseres Themas hatten wir uns auf die Stoffe zu be- 
schränken, die in physiologischer Hinsicht in Betracht kommen. Und 
das sind die Stoffe, die auf kalkreichen Böden anzutreffen sind, es 
sind die Salze der Erdalkalien. 

Wir haben an anderer Stelle schon darauf hingewiesen, daß Öl 
eine Rolle bei der Abwehr des Kalkes einzunehmen scheint. Wir sind 
geneigt anzunehmen, daß ein Teil der Galaktose in Fett übergeht und 
als Schutzkolloid fungiert. Durch Lezithineinlagerung wird die chemische 
Resistenz des Plasmas sehr erhöht. Darauf hat schon О. Loew (8) auf- 
merksam gemacht. Da ferner Boas (9) in mehreren Arbeiten die be- 
sondere Wirkung von Saponinsubstanzen auf die pflanzliche Zelle 
behandelt und in niedrigen Konzentrationen eine bedeutende Steigerung 
vitaler Prozesse beobachtet hat, lag es nahe, die Saponinversuche auf 
biochemisch so hervortretende Objekte wie die Lupine einwirken zu 
lassen. Durch die Erhöhung der Permeabilität als Folge einer Lipoid- 
festlegung hofften wir, die Eiweißkolloide den Ca-Ionen noch zugäng- 
licher zu machen. | 

Versuch 17. 


Am 29. früh 10 Uhr, wurden 40 Samen von Lupinus angustifolius 
(von Lupinus luteus besaßen wir ein brauchbares Material nicht mehr) 
zur Anquellung in Wasser gelegt. Um 3 Uhr 15 Minuten wurden 20 Samen 
bis um 4 Uhr 35 Minuten in ein Digitoninbad gelegt (2 ccm einer 0,2 proz. 
Digitoninlösung auf 25ccm Wasser). Hierauf kamen von jeder dieser 
zwei Gruppen je zehn in eine 1 proz. CaCl,-Lösung, je zehn in H,O. 
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| Ohne Digitoninbad | Nach Digitoninbad 
Tag Stunde EE 2 = 
5 H,O | Сась | н, О Са СЬ 
30. | 9 vorm. ^ а — = 7 dE 
30. | 10,50 ,, | 6 =. 8 | — 
30. ` 2 nachm. . 10 4 H 3 
31. 9 vorm. ` ` 10 7 10 8 


Durch das Digitoninbad wurde in Übereinstimmung mit der 
allgemeinen Saponinwirkung die Keimung in H,O beschleunigt, das 
geht nicht so sehr aus den oben genannten Zahlen hervor, als vielmehr 
aus der sichtbaren Erhöhung der Wachstumsenergie. Die zehn gebadeten 
Samen wogen nach dem Abtrocknen um 0,35 g mehr als die zehn dauernd 
in H,O gebliebenen. Dagegen hätten wir erwartet, daß nach dem 
Digitoninbad die Wirkung des Kalkes verdoppelt zur Geltung käme ‘ 
und gegebenenfalls die Keimung überhaupt unterdrücke. Allein diese 
Erwartung erfüllte sich nicht. Wir schritten nun zur Anwendung 
eines stärkeren Digitoninbades.. Denn wenn auch die erste Konzen- 
tration schon ziemlich hoch erscheint, so ist doch mit Absorption des 
Digitonins in der Samenschale und im Fließbelag zu rechnen. 


Versuch 18. 

Beginn der Anquellung: 31. Januar 1923, 9 Uhr vormittag. Von 

2 bis 4 Uhr nachmittags Baden in einer Digitoninlösung (4 ccm einer 0,2 proz. 
Digitoninlösung auf 25 сет H,O). 














Ohne Digitoninbad Nach Digitoninbad 
Tag Stunde ie e сш EE 
| H,O | 10% Ca Ch Н.О (no CaCk 
1. 9 vorm. 8 — | 7 1 
З паейт. ` 10 — | 10 5 


Die H,O-Keimlinge wurden, wie zu erwarten, durch das stärkere 
Digıtoninbad nicht mehr gefördert, im Wachstum trat eine leichte 
Schädigung ein; dagegen wurden entgegen unseren Erwartungen die 
Ca-Keimlinge stark angeregt. Wir werden Versuche auf breiterer 
Grundlage anzusetzen haben, um klarer sehen zu können. Vielleicht 
erhöhte das Digitonin gleichzeitig die Permeabilität für die anderen 
Baustoffe aus dem Innern in die wachsende Keimwurzel, wodurch 
dem Kalk ein Riegel vorgeschoben wurde. Jedenfalls geht mit Sicher- 
heit hervor, daß Digitonin die Eiweißstoffe intakt läßt. Sonst müßte 
Lupinus stark geschädigt worden sein. 


Zusammenfassung. 
Bei Gegenwart stärkerer Mengen von Calciumnitrat und Calcium- 
chlorid im Keimbeet läßt sich die Wirkung der Ca-Ionen auf Lupinen- 
keimlinge durch Galaktose sichtlich abschwächen. Die Galaktose 
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Abb. 1. 
Oben sera Keimlinge in СӘ Ge 
„ rechts: e e 2. Lat ) А ч 
unten links: ә be 12779 Са ( Оз)» EE 
„ rechts: ” в 14 a СМ Оз? + Galaktose 





Abb. 2. 


Oben links: 1. angustf. in H,O | 
„ rechts А „ 1,2proz. Ca(NO,) + Galaktose gleichaltrig. 
unten: k » 12 „ Ca(NO;) allein | 
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ist diejenige Zuckerart, die normalerweise bei der Hydrolyse der Hemi- 
cellulosen in den Lupinenzellen entsteht. Die Galaktose übertrifft die 
Wirkung anderer Zuckerarten. Beobachtungen deuteten darauf hin, 
daß fettärmere Samen einen höheren Grad der Empfindlichkeit gegen 
. Ca besitzen. Versuche, mit Digitonin den Grad der Kalkempfind- 
lichkeit zu erhöhen, zeitigten das Gegenteil der Erwartungen. Digitonin 
für sich allein bedingt eine bedeutende Keimungsbeschleunigung, was 
mit den stimulierenden Wirkungen niedriger Saponinkonzentrationen 
bei niederen Pflanzen in Einklang steht. 
Weitere Versuche sollen folgen. 
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Ein Beitrag 
zur Frage des Wesens der monogen-polyergen Präzipitine. 


Von 
E. Friedberger und A. Lasnitzki!). 
(Aus dem Hygiene-Institut der Universität Greifswald.) 
(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


In einer früheren Arbeit von Friedberger und Meißner?) war auf 
das Vorkommen zweier Typen von Präzipitinen nach Einspritzung 
eines Antigens (monogene Sera) hingewiesen worden. Die mit diesen 
Präzipitinen und homologen bzw. heterologen Antigenen entstehenden 
Präzipitate lassen sich morphologisch weitgehend differenzieren. Das 
mit dem Eiweiß der Vorbehandlung sich bildende, isogenetische Prä- 
zipitat flockt in lockeren, wabigen Gebilden (,‚grobflockig‘‘), wohin- 
gegen die Präzipitation des Antiserums mit den dem Antigen der Vor- 
behandlung fernstehenden Eiweißarten mehr weißlich, dicht und fein- 
flockig ist. Außerdem erscheint im ersteren Falle im Agglutinoskop 
die Zwischenflüssigkeit trübe, im letzteren Falle klar. Die Präzipitation 
mit dem Verwandtschaftseiweiß zeigt im Gegensatz zu den beiden 
divergenten Typen Übergänge. 

Über das Verhalten der Komplementablenkung bei monogen- 
polyergen Seris und über die Ausfällung der einzelnen Präzipitine 
mit nativen und gekochten Antigenen sind in der erwähnten Arbeit 
gleichfalls nähere Angaben enthalten, auf die hier kurz verwiesen sei. 

Das verschiedene Aussehen der isogenetischen und heterogene- 
tischen Präzipitate, ihre voneinander abweichende Konsistenz erweckte 
die Vorstellung einer verschiedenen chemischen Zusammensetzung. 
Wir dachten an die Möglichkeit, daß es sich bei den spezifischen 
Präzipitaten, zum mindesten im wesentlichen, um Eiweißfällungen, 
bei den heterogenetischen um Lipoidfällungen handeln könnte. 


1) Siehe auch Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 25. 
2) Zeitschr. f. Imunitätsforsch. 86, 233, 1923. 
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Durch Behandlung der Komponenten der Reaktion mit einem 
Lipoidlösungsmittel müßte sich die Frage entscheiden lassen. Beruht 
die heterogenetische Präzipitation tatsächlich auf lipoiden Komponenten, 
so müßte sich durch Behandlung des Antiserums und Antigens mit 
Lipoidlösungsmitteln die Reaktion zum Verschwinden bringen lassen. 

Die Verwendung von Alkohol, Benzol, Chloroform scheiterte an 
der ausflockenden Wirkung dieser Extraktionsmittel. Dagegen erwies 
sich der Äther als brauchbar. 


Methode der Extraktion: Eine gewisse, nicht zu geringe Menge eines 
heterogenetisch übergreifenden Antiserums wurde mit der gleichen Menge 
Äthers № bis 1 Stunde lang im Schüttelapparat ausgeschüttelt. Dasselbe 
geschah mit den auf 1: 100 verdünnten homologen und heterologen Anti- 
genen (Sera), auf die es reagierte, wobei jedoch oft das Vielfache des Volu- 
mens an Äther zur Verwendung kam. Darauf wurde der Äther im Scheide- 
trichter abgetrennt und mit den entätherten Komponenten die Präzipitin- 
reaktion angestellt, indem stets 0,1 сет Antiserum mit 1,0 сет der Serum- 
verdünnung vermischt wurde. In gleicher Weise wurden Reaktionen 
angestellt, bei denen nur je eine der beiden Komponenten entäthert war. 
Schließlich diente eine Reaktion mit nativen Komponenten zum Vergleich. 
Sämtliche zu den Reaktionen benutzten Komponenten wurden vorher 
auf ihre optische Homogenität geprüft. Die Ablesung erfolgte im Agglutino- 
skop zu verschiedenen Zeiten. 


Versuchsergebnisse. 
Wir lassen nun eine Reihe von Versuchsergebnissen hier folgen. 


Versuch T. 


Rinderantiserum (H 43), auf Pferdeserum übergreifend (Titer: Rind 
1: 20000, Pferd 1: 20000). Vermischen von 1 ccm Antigen (1: 100 ver- 
dünnt) mit 0,1 ccm Antiserum. 


Befund nach etwa 14 Stunden. (А) = mit Äther ausgeschüttelt. 


m Be 
Nr. | Antiserum | Antigen Kë Präzipitats | Menge des Präzipitats 











1 | Rinderantiserum | Rinderserum grob, locker + Ee 
2 | „ (А) | КАШ + 

3 | ? Л» (А) ” ” | + 

4 | n (А) H (А) ”. , 9 | + 

6 К | Pferdeserum fein, dicht ++ 

5 | „ (А) я 5 + 

7 | А N „ы, ++ 
8, й (А) „ (А) optisch leer 0 


Die Kontrollen mit Rinderantiserum, Rinder- und Pferdeserum allein 
waren frei von Trübungen. 


Dieser Versuch läßt demnach sehr klare Verhältnisse erkennen. Die 
spezifische (homologe) Präzipitation wird durch die Ätherbehandlung der 
beiden Komponenten in keiner Weise beeinflußt. Dagegen ist die unspezi- 
fische (heterologe) Präzipitation nach Entätherung beider Komponenten 
vollkommen aufgehoben, bei Entätherung von nur einer Komponente 
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deutlich abgeschwächt, wobei sich die Ätherbehandlung des Antäserum: 
wirksamer als die des Antigens erweist. 


Versuch 2. 


Derselbe Versuch. Ablesung bereits nach 2 Stunden. (А) = mit Äther 
ausgeschüttelt. 























Nr. . Antiserum Antigen лети Menge 
1 ` Rinderantiserum | Rinderserum | grob, locker > +++ 
2 | n n n n ZS. rk 
3’ ; ЮГ я [43 ЧН 
4 | „ (А) „ (А) | e „ JÈ +r + 
Б! М Pferdeserum | fein, dicht $ ++ 
6° Е (А) 3 | optisch leer о 
7. & ” (А) ` fein, dicht IE 
8 ` h (А) „ (А) | optisch leer о 


Kontrollen frei von Trübungen. 


Das Ergebnis stimmt also im Prinzip mit dem des vorigen Versuchs 
überein. Die homologe Präzipitation erweist sich auch nach 2 Stunden 
durch die vorherige Ätherbehandlung unbeeinflußt; die heterologe Рга- 
zipitation ist sowohl nach Entätherung des Antiserums als auch beider 
Komponenten aufgehoben, während die alleinige Entätherung des hetero- 
logen Antigens wirkungslos ist. 


Versuch 3. 

Menschen antiserum (H 56, Titer Mensch 1: 20000), das auf Hammel-, 
Rinder -und Ziegenserum übergreift. Antiserum mit der doppelten, Serum- 
verdünnungen mit der gleichen Menge Äthers 4, Stunde lang ausgeschüttelt. 
Mischversuch wie 1 und 2. 


Befund nach etwa 15 Stunden. (А) = mit Äther ausgeschüttelt. 





| eschaffenheit 





























Ne Анват | Авіа | бадран | Мере 
1 ' Menschenantiserum 'Menschenserum! grob, locker | ЕСЕ 
2 ” ( ) я è n ? ++ 
d i e A] oa a +++ 
4, (А) „ (А) | feiner als 1—3 ++ 
6 М  " Hammelserum | fein, dicht ZE 
d ba oul ` ү 
8, A Ар + 
9 | > ‚ '’ Rinderserum = з | +++ 
10, j (А) | n n n | TET 
11 | = S i z n (Ä) n n T 
12 | £ (А) | „ (А) | optisch leer | 0 
13 | А  Ziegenserum | Чет, dicht | +++ 
14 | , (А) | н. n n + 
15 | ? | ” (А) n 7 | Fr 
16 | И (А) ` „ (А) | optisch leer ` 0 


Kontrollen frei von Trübungen. 


Dieser Versuch steht mit dem Resultat der beiden vorigen nicht ganz 
im Einklang. Einerseits erweist sich die Ätherbehandlung hier auch von 
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Einfluß auf die spezifische Präzipitation, indem dieselbe zwar nicht zum 
Verschwinden kommt, aber, namentlich bei Entätherung beider Kompo- 
nenten, deutlich abgeschwächt wird. Andererseits wird die heterologe 
Präzipitation mit Hammelantigen durch die Ätherbehandlung nicht völlig 
aufgehoben. Dagegen stimmen die Ergebnisse mit Rinder- und Ziegen- 
serum im Prinzip mit denen der beiden vorigen Versuche überein. 


Versuch 4. 
Katzenantiserum, das auf Нипаезегат übergreift. (Titer: Katze 
1: 20000, Hund 1: 20000). Antiserum mit der dreifachen, Serumver- 
dünnungen mit der gleichen EE Äthers 1 Stunde lang ausgeschüttelt. 
Mischversuch wie bisher. 
Befund nach etwa 15 Stunden. (Ä) = mit Äther ausgeschüttelt. 





Beschaffenheit | j 











Nr. Antiserum Antigen des Präzipitats | Menge 
ec Fin = e ern ST = г = = Dës = —: Are, ga == 
k E 

1 Katzenantiserum Katzenserum | grob, locker Е EI ++++ 
2 ” (А) n | a ” E 25 SE 
3 D TEE n (А) э 7 | SE FFF 
4 | e (А) e (А) | ” ” => T 
5 S ү Hundeserum | fein, dicht Ss +++ 
D' ” (А), n Е | 7 7 | Fr 
7 » , „ (А) E? ++ 
8 р (А). ь‚ (А) | optisch leer 0 


Kontrollen frei von Trübungen. 


Auch hier erweist sich also die Ätherbehandlung von erheblichem Ein- 
fluß auf das Zustandekommen der spezifischen (homologen) Präzipitation. 
Dieselbe wird bei Entätherung beider Komponenten fast völlig aufgehoben. 
Die heterologe Präzipitation wird ebenfalls abgeschwächt und verschwindet 
bei Entätherung beider Komponenten vollkommen. 


Versuch 5. 
Derselbe Versuch. Antiserum mit der vierfachen Menge, Serum- 
verdünnungen mit der gleichen Menge Äthers 1 Stunde lang ausgeschüttelt. 
Befund nach etwa 15 Stunden. (Ä) = mit Äther ausgeschüttelt. 


—— ~ - – — -. — — e — - — EES = —— —————— E m Er? 


t Beschaffenheit | 




















Nr. | Antiserum Antigen des Präzipitats | menge 

I Katzenantiserum | Katzenserum ` grob, locker = ++-++ 
2 я (А) Ўз ла ” n e 5 Е 
3 S . n (А) ” n 3 р Е 
4 „ (А) | „ (А) Жаы сй > d 
5 2 Hundeserum fein, dicht ++ 
S S (А) | | " т ЕРЕ 
1 ~ „ (АЈ - я tT 
8 ” (А) ba) (Ä) d > ” IE 


Kontrollen frei von Trübungen. 


Ergebnis: Mäßige Abschwächung der homologen, starke, fast bis zur 
völligen Hemmung gehende Herabsetzung der heterologen Präzipitation. 

Im folgenden Versuch geschah die Ablesung zu drei verschiedenen 
Zeiten. 
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Versuch 6. 

Rinderantiserum (Н 33), das auf Menschenserum übergreift. (Titer: 
Rind 1: 1000, Mensch 1: 1000). Апизегат mit der vierfachen, Serum- 
verdünnungen mit der gleichen Menge Äthers 1 Stunde lang ausgeschüttelt. 
Mischversuch wie sonst. Kontrollen mit Antiserum, Rinder- und Menschen- 
serum allein frei von Trübungen. 

a) Befund nach 11, Stunden. 





Beschaffenheit 


Nr. | Antiserum Antigen des Prazipitats Menge 
1 Rinderantiserum Rinderserum ` grob, locker 6 
9 S (А) _ | И У НО 
3 ч | . (А) 3 S d 
4 _ (А) . (А) й К ‚ = 
5 М Menschenserum fein, dicht ar 
6 (А) о А К Т 
i . (А) я а н 
8 S (А) „ (д) optisch leer 0 


Ergebnis: Маре Herabsetzung der homologen, völlige Aufhebung 
der heterologen Präzipitation. 


b) Befund nach 5 Stunden. 





Nr. Antiserum Antigen E т Menge 
1 Rinderantiserum Rinderserum grob, locker ++ -- 
2 7 (A ) “ я ы; r Ke 
3 . ~ (А ) D е | Д -+ 
4 (А) „ (A) _ ` SE 
5 е < Menschenserum fein, dicht ` — = 2. 
6 . (А) u " , = 
H Wl e (АЙ % . | а= 
8 (А) „ (А) | optisch leer 0 


Ergebnis: Homologe und heterologe Präzipitation mit nicht oder teil- 
weise entätherten Komponenten stärker; sonst wie а). 


Befund nach 211, Stunden. 





Nr. Antiserum Antigen I ann Menge 
I Rinderantisertum Rinderserum grob, locker + e 
- - ко о ER 
3 я | . (А) Ж Е nn 
4 Я (А) „ (А) Й И ees 
5 Menschenserum fein, dicht же de 
6 (А) 7 i ” “ Е Жы Gan 
0 ш x - (à) в r тү тек тузт 
8 nm (А ) e (А) e ч -— 


Ergebnis: Noch stärkere Zunahme sowohl der homologen als der 
heterologen Präzipitation. Auch der mit beiden entätherten Komponenten 
angestellte Präzipitationsversuch zeigt nach dieser Zeit bereits eine geringe 
Flockung. Doch ist es sehr wahrscheinlich, daß nach einer во langen Beob- 
achtungsdauer sekundäre Einflüsse eine Rolle spielen. 


= ` geg zur 


Monogen-polyerge Präzipitine. 317 


In den .folgenden Versuchen werden nicht wie bisher die beiden zur 
Präzipitation erforderlichen Komponenten, sondern die fertigen (iso- und 
heterogenetischen) Präzipitate der Entätherung unterzogen. 


Versuch 7. 
Rinderentiserum (Н 43), das auf Pferdeserum übergreift. (Titer: 
Rind 1: 20000, Pferd 1: 20000). Mischversuch wie oben. 


Befund nach etwa 2 Stunden. 








Nr | Antiserum | Antigen | ee | Menge 
1 |! Rinderantiserum 
2 з 


Rinderserum grob, locker | e 
Pferdeserum fein, dicht 


Darauf 1 und 2 mit der gleichen Menge Äthers 15 Minuten lang ge- 
schüttelt und im Scheidetrichter getrennt. 


Befund nach einer weiteren Stunde. 


1. Grobes, lockeres Präzipitat; Menge: + ++ 
2. Feines, dichtes => 5 + 


Während also das isogenetische Präzipitat in unveränderter Menge 
erhalten bleibt, wird das heterogenetische Präzipitat durch die Ent- 
ätherung erheblich reduziert. 

Ein entsprechender Versuch, bei dem an Stelle des Äthers eine 1 proz. 
Seponinlösung zur Verwendung kam, zeigte weder eine Beeinflussung 
des isogenetischen noch des heterogenetischen Präzipitate. Auch gelang 
ев weder die isogenetischen noch die heterogenetischen Flocken in vitro 
durch Sudanfarbstoff zu imprägnieren. 


Anhang. 


Weiterhin wurde versucht, das gebildete Präzipitat im Überschuß 
des Antigens zu lösen zwecks Feststellung eines etwaigen Unterschiedes 
in der Löslichkeit des isogenetischen und heterogenetischen Präzipitats. 
Doch haben diese Versuche entweder keine einwandfreien oder negative 
Resultate ergeben. Letzteres gilt auch von Versuchen, in denen die 
Löslichkeit in verdünnter NaOH und gesättigter Thoriumsulfatlösung 
geprüft wurde. 

Ferner wurde an die Möglichkeit gedacht, daß die mit verdünnter 
NaOH oder gesättigter Thoriumsulfatlösung hergestellten Lösungen 
der beiden Präzipitate ein verschiedenes Absorptionsvermögen für den 
ultravioletten Teil des Spektrums darbieten könnten. Auch diese 
Versuche führten zu negativen Resultaten, da sich überhaupt keine 
scharf umschriebenen Absorptionsstreifen, sondern nur graduell ab- 
gestufte Unterschiede der Absorption photographisch nachweisen 
ließen, die ebensogut auf eine Verschiedenheit der Konzentration 
zurückgeführt werden könnten. Auch mit getrockneten Präzipitaten 
wurden solche Versuche angestellt, mit dem gleichen negativen Ergebnis. 
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Zusammenfassung. | | 


Aus den hier mitgeteilten Versuchen geht also hervor, daß die 
bei der unspezifischen (heterologen) Präzipitation beteiligten Kom- 
ponenten in Äther löslich sind, und zwar scheint dies in gleicher Weise 
vom heterogenetischen Präzipitin als vom zugehörigen heterologen 
Antigen zu gelten. Allerdings hat sich nur in einem kleinen Teil der 
Versuche auch eine entsprechende Beeinflussung der homologen Prä- 
zipitstion ergeben, die jedoch meist geringeren Grades ist als die der 
heterologen Präzipitation. Auch die fertig gebildeten Präzipitate 
scheinen sich, wie Versuch 7 zeigt, hinsichtlich ihrer Ätherlöslichkeit 
verschieden zu verhalten. 

Die Forschungen der letzten Jahre haben immer deutlicher die 
Rolle erkannt, welche den Lipoiden für das Zustandekommen wichtiger 
immunobiologischer Phänomene zukommt. Auf der einen Seite ist 
durch die Untersuchungen von Bang und Forssmann!) gezeigt worden, 
daß durch Ätherextraktion aus Hammelbluterythrocyten gewonnene 
lipoidartige Substanzen imstande sind, beim Kaninchen Hämolysin- 
bildung zu veranlassen. Dasselbe erreichte Forssmann?) durch In- 
jektion von Meerschweinchenorganzellen sowie von Organzellen einiger 
anderer Tierarten. Aus diesen ließ sich durch Alkohol ein thermo- 
stabiler lipoider Stoff extrahieren, dessen Lösung durch die hetero- 
genetischen Antikörper geflockt wird [Sachs und Groth®)]. Neuerdings 
ist es Hans Schmidt‘) gelungen, aus Hundelunge acetonunlösliche 
Lipoide zu gewinnen, mit denen er beim Kaninchen Hämolysin- 
bildung hervorrufen konnte. Ferner konnte Landsteiner?) zeigen, 
daß das in der Meerschweinchenniere enthaltene heterogenetäsche 
Antigen, das beim Kaninchen Hämolysinbildung hervorruft, durch 
Alkoholextraktion bedeutend an Wirksamkeit verliert, während die in 
den Alkohol übergegangenen Substanzen zwar imstande sind, in vitro 
Hämolysine zu binden, aber kaum mehr immunisierend wirken. Land- 
steiner gelangt so zu der Vorstellung, daß das betreffende heterologe 
Antigen aus einem eiweißartigen Teil besteht, der für die Immuni- 
sierung notwendig ist, und aus einem damit verbundenen Anteil, der 
die spezifisch bindenden Gruppen enthält und ein Lipoid darstellt 
(„„Hapten‘‘). Andererseits ist von den verschiedensten Seiten die An- 
schauung vertreten worden, daß auch der Wassermannschen Reaktion 
die Bildung eines spezifischen, auf die Spirochätenlipoide gerichteten 


1) Bang und Forssmann, Beitr. 7. chem. Physiol u. Pathol. 1907, H. 8. 

2) Forssmann, diese Zeitschr. 1911, H. 37. 

3) Sachs und Groth, Med. Klin. 1920, Nr. 6. 

1) Schmidt, Zur Biologie der Lipoide, Leipzig: С. Kabitzsch, 1921. 

5) Landsteiner, Verslagen der Afdeeling Natuurkunde, Königl. Akad. 
d. Wissensch., Amsterdanı 29 Nr. 8, 1921; diese Zeitschr. 98, 1919; 104, 1920. 
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Antikörpers zugrunde liegt, wenngleich die Meinungen über diesen 
Punkt noch sehr stark divergieren, da namentlich von einer Reihe 
von Forschern der Wassermannschen Reaktion jeder Charakter einer 
spezifischen Antigen-Antikörperreaktion abgesprochen wird. — Schließ- 
lich sei in diesem Zusammenhange an die ausgedehnten Untersuchungen 
von Much und seinen Mitarbeitern über die Antigenrolle der Tuberkel- 
bazillenlipoide erinnert. 

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen über den Einfluß 
der Ätherbehandlung auf das Zustandekommen der homologen und 
heterologen Präzipitation wird nun der Gedanke nahegelegt, daß auch 
hier den Lipoiden eine gewisse Bedeutung zukommen mag. Es er- 
scheint — wenigstens die Mehrzahl der Versuche spricht in diesem 
Sinne —, daß sowohl das heterologe Antigen als auch der auf dasselbe 
gerichtete heterogenetische Antikörper von lipoidartiger Natur sind. 
Wenn in einem Teil der Versuche auch die spezifische (homologe) 
Präzipitation nach Entätherung der beiden entsprechenden Kom- 
ponenten eine Abschwächung erfahren hat, die in einem Falle (Versuch 4) 
sogar bis fast zur völligen Aufhebung geht, so mag dies darauf zurück- 
zuführen sein, daß an ihrem Zustandekommen auch die Komponenten 
der heterologen Präzipitation mitbeteiligt sind. Daß schließlich die 
alleinige Entätherung des Antiserums sich oft von größerem Einfluß 
erweist als die alleinige Entätherung des Serums, hängt wohl zweifellos 
mit den Mengenverhältnissen zusammen, in denen beide Komponenten 
miteinander in praxi vereinigt wurden. 


Über das Viscosin der Pilze. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität zu Petersburg.) 
(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


Die Schleimstoffe der Pilze waren wiederholt der Untersuchung- 
gegenstand vieler Forscher, aber bisher sind wir noch nicht in den 
Besitz bestimmter Resultate gekommen. Die Autoren gebrauchten 
häufig dieselbe Benennung für verschiedene Präparate aus verschie- 
denem Pilzmaterial, andererseits sind die Schleimstoffe sehr schwer 
rein zu erhalten, jede Mischung mit einem fremdartigen Stoffe kann 
den Forscher in Verlegenheit setzen. Besonders bei alleiniger An- 
wendung der Farbreaktionen (z. B. der Biuretreaktion) könnte er 
z. B. eine Substanz der Gruppe der Eiweißkörper zuteilen, während 
der Eiweißstoff nur in Spuren vorhanden ist. Der die Pilzhüte be- 
deckende Schleimstoff wurde von Boudier!) ‚„Viscosin‘‘ benannt und 
seiner chemischen Zusammensetzung nach zu den Kohlehydraten oder 
Pektinstoffen gezählt. 


Winterstein?) hat aus Boletus edulis einen Schleimstoff erhalten, dem 
ег die Formel С„Н,,О» gab, und den er zu den Paradextrinen zählte. 
Auf Grund seiner Analysen kam Zellner?) zu dem Schlusse, daß das Boudier- 
sche Viscosin kein chemisch einheitlicher Körper sei, sondern ein Gemisch 
von stickstoffhaltigen Substanzen und anorganischen Salzen. In seiner 
letzten, mir bekannten Arbeit ist es Zellner*) gelungen, ein viscosin- 
ähnliches Kohlehydrat aus den Pilzen darzustellen, das nach der Hydro- 
lyse Glucose und höchst wahrscheinlich Mannose liefert. С. Reuter?) hat 
im Laboratorium von Winterstein das Viscosin des weißen Pilzes eingehend 
untersucht. Dieser Schleimstoff enthielt 4,25% N, gab die Glykogen- 
reaktion und nach der Hydrolyse die Fehlingsche und Biuretreaktion. 
Nach der Hydrolyse von 40 g Viscosin erhielt der Autor etwas Xanthin 
und wahrscheinlich Guanin, und ist deshalb geneigt, das Viscosin zu den 


1) Boudier, Die Pilze, S. 48, 1867. 

2) Е. Winterstein, Berl. Ber. 26, 3098, 1893. 

3) J. Zellner, Monatshefte f. Chem. 1906, S. 113. 

4) Derselbe, ebendaselbst 1915, S. 611. 

5) C. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 
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pentosidartigen Stoffen zu zählen. Wahrscheinlich ließen die Verunreini- 
gungen es nicht zu, die chemische Zusammensetzung des Viscosins zu 
ermitteln. Deshalb bleibt die Behauptung Zellners!) vom Viscosin noch 
bestehen: ‚In chemischer Hinsicht sind diese Körper bisher so gut wie 
. nicht untersucht ?).‘“ 

Bei meinen Arbeiten mit Fruchtkörpern verschiedener Lycoperdone 
lenkte ich meine Aufmerksamkeit auf das Vorhandensein großer Mengen 
Schleimstoff in jungen unreifen Exemplaren. Beim Reifen der Pilze 
verschwand dieser Stoff, sobald man aber das Material der reifen Pilze 
einer schwachen Hydrolyse unterwirft, tritt der Schleimstoff erneut 
auf. Der konstante Stickstoffgehalt dieses Schleimstoffs und die 
positive Fehlingsche Reaktion nach Kochen mit Säuren lassen darauf 
schließen, daß dieser Schleimstoff ein Vorgänger des Chitins sei. Der 
Mykologe de Bary?) lenkte schon im Jahre 1884 seine Aufmerksamkeit 
auf den genetischen Zusammenhang zwischen Pilzschleim und Pilz- 
hülle; jedoch war zu jener Zeit noch nichts vom Vorkommen des Chitins 
in Pilzen bekannt. 

Ich legte besonderen Wert darauf, aus den Lycoperdonen den 
Schleimstoff in möglichst reinem Zustande zu gewinnen und die 
günstigsten Bedingungen für seinen Abbau durch Hydrolyse aus- 
zuarbeiten. і 


Über die Gewinnung des Viscosins. 


1. 250 g frischer unreifer Fruchtkörper von Lycoperdon piriforme 
wurden zerquetscht und in Wasser aufgeweicht. Nach Verlauf von 
3 Tagen wurde die schleimige Masse durch Leinwand gepreßt und 
5 Tage lang in den Pergamentschlauch des Dialysators gebracht, 
dann mit fließendem Wasser gewaschen. Nach der genannten Zeit 
war die schleimige Masse in einen amorphen Niederschlag verwandelt, 
dessen Volumen um das Achtfache gesunken war, im Vergleich zum 
kolloidalen Ausgangsprodukt. Die Substanz wurde entwässert und mit 
Alkohol und Äther gewaschen. Das erhaltene weiße trockene Pulver 
wurde nochmals mit Alkohol und Äther im Soxleth gewaschen und bis 
zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Aus 250g Pilzen mit einem Wassergehalt von 90% wurden 
2,15 g Viscosin — das ist 11% Trockengewicht — erhalten. 

2. Zu 500 g desselben Pilzmaterials wurden 750 оет 95 proz. Alkohols 


gegeben und 5 Jahre lang stehen gelassen. Danach wurde der Inhalt in 
einem Mörser zerrieben, auf einem Büchnertrichter abfiltriert, mit Alkohol 


1) J. Zelner, Chemie der höheren Pilze 1907, S. 119. 

3) Jüngst hat J. Zellner (Anzeig. kal Ak. Wiss., Wien, Math. КІ. N. 14, 
S. 189, 1918) aus Scleroderma vulgare ein viscosinähnliches Kohlenhydrat 
erhalten, das bei der Hydrolyse Mannose lieferte. — Zit. nach Bot. Centr. 

3) Де Bary, Morphologie der Pilze 1884, S. 13. 
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gewaschen und an der Luft getrocknet. Zu dem trocknen Pulver wurde 
200 ccm Wasser bis zur breiartigen Konsistenz zugefügt und die schleimiee 
Masse dann durch Leinwand ausgepreßt; weiterhin wurde wie bei Versuch 1 
verfahren. Die Viscosinausbeute war 8,2 р oder 16%, des Trockengewichts. 

3. 52g Pilze wurden sofort durch Leinwand gepreßt nach voraus- 
gegangenem Zerquetschen und Aufweichen im Wasser. Das Viscosin wurde 
durch Alkohol gefällt und getrocknet; Ausbeute 1,68 g aus 6,51 g Trocken- 
substanz oder 25,8% 1). 

In allen Fällen wurde ein weißes oder ein etwas ins Graue gehendes 
Viscosinpulver erhalten, das sich sehr schwer mit Wasser misehen ließ und 
keine kolloidale Lösung bildete. Während der Dialyse und beim Trocknen 
entsteht eine Denaturation des Viscosins. 


Die Zusammensetzung des Viscosins und die Resultate seiner Hydrolyse. 
Das Viscosin wurde auf seinen Stickstoffgehalt nach Kjeldakl 
und auf seinen Phosphorgehalt hin nach Neumann untersucht. Die 
Zahlen der verschiedenen Präparate fielen etwas ungleich aus, die 

Abweichungen sind jedoch nicht bedeutend. 

N P 

1. 6,12% 114% 

2. 6,42%, 1,00% 

3. 6,51% 0,98%. 

Einige Male wurden Präparate mit höherem Stickstoffgehalt erhalten, 
aber durch weiteres Reinigen gelang es, die Stickstoffzahl herabzusetzen. 
In einigen Fällen war die Viscosinmenge geringer, als erwartet wurde. 
Wahrscheinlich entstand dabei eine Denaturation des Viscosins im Pilz- 
organismus; infolgedessen war es unmöglich, das Viscosin in Form von 
Schleim auszuscheiden. 

Die Hydrolyse wurde bei großem Überschuß an konzentrierter 
Salzsäure und Anwendung von SnCl, ausgeführt. 

Versuch 1. 1,6116g Viscosin mit 107,7 mg Gesamtstickstoff wurden 
auf siosdendem Wasserbade mit 50 сет 24 proz. НСІ und 2g SnCl, 4 Stunden 
lang erwärmt; ein unbedeutender Niederschlag sogenannter Huminsub- 
stanzen von 7,2 mg N wurde abfiltriert; im Filtrate waren 100,5 mg N ent- 
halten. 

In 5ccm (von 60 ccm) wurde bestimmt N nach van Slyke 7,11 mg 

Gesamtstickstoff im Filtrat nach ven Slyke. . . . . 92,5 „, 


Stickstoff im Filtrat . . . 2 2 2 22000. .. . 100,5 ,, 
Folglich wurde Stickstoff von Aminogruppen erhalten . 92,1 %. 


Das Filtrat wurde mehrfach mit Wasser verdünnt, das darin enthaltene 
SnCl, durch H,S entfernt. Das Filtrat wurde eingedampft, zuerst auf 
dem Wasserbade, dann im Vakuumexsikkator über КОН zur Entfernung 
der Spuren Chlorwasserstoff; die ausgeschiedenen Kristalle wurden unter- 
sucht. Das Hydrolysat zeigte sich nach Ausfällung des SnCl, mit 


1) Die Analysen zeigten, daß der dritte Versuch eine Substanz ergab, 


die durch Gemisch mit anderen mehr verunreinigt war, als die der beiden 
ersten Versuche. 


——————————щ ` mmm "e 
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Fehling stark positiv, das Kupferoxydul fiel bereits schon in neutralem 
Medium aus. Das Kochen nach Bertrand mit großer Menge Lauge erzielte 
sehr kleine Niederschläge von Kupferoxydul. Mit Phenylhydrazin wurde 
kein kristallinisches Osazon erhalten. Alle diese Tatsachen sowie der 
Befund von 92,1% Aminogruppenstickstoff führten zu der Annahme, daß 
bei der Hydrolyse des Viscosins Glucosamin entsteht. Da die aus dem 
Hydrolysat ausgeschiedenen Kristalle Beimengung von Calcium enthielten, 
so bediente ich mich bei der Glucosaminbestimmung der Methode von 
Steudel!). Die Kristalle wurden in 10 ccm Wasser gelöst, 5 ccm п/1 Kali- 
lauge zugesetzt, und nach Abkühlen mit Schnee wurde tropfenweise Phenyl- 
isocyanat hinzugefügt. Es entstand ein amorpher Niederschlag einer Ver- 
bindung von Glucosamin mit Phenylisocyanat (etwa Le Trockengemisch). 
Dieser weiße Niederschlag wurde nach Steudel eine Stunde lang mit 20% 
Essigsäure gekocht, wobei sich Kristalle der Anhydridverbindung in langen 
Nadeln ausschieden; nach einer zweifachen Kristallisation wurden 0,15 g 
reine Subetanz mit dem Schmelzpunkt 212° erhalten. 

57,0 mg gaben 5,75 mg N oder 10,09% N. 

Berechnet für die Anhydridverbindung des Glucosamins mit Phenyl- 
isocyanat 10,03% N. 

Auf diese Weise wurde die Anwesenheit des Glucosamins kon- 
statiert. Für die Beantwortung der Frage, ob in den Hydrolyse- 
produkten außer Glucosamin auch Aminosäuren enthalten sind, be- 
nutzte ich den Hinweis Steudels, daß seine Methode die Trennung 
des Glucosamins von Aminosäuren ermögliche. Das Glucosamin soll 
nämlich nach Steudel durch Phenylisocyanat aus alkalischem Medium, 
die Aminosäure aus saurem Medium ausgefällt werden. Nach Ab- 
filtrieren der Glucosaminverbindung aus alkalischem Medium säuerte 
ich das Material an und fügte Phenylisocyanat hinzu, aber in diesem, 
sowie auch in den übrigen analogen Fällen gelang es nicht, einen Nieder- 
schlag von Aminosäuren zu erzielen. Die Aminosäuren fehlen gänzlich 
bei der Hydrolyse des Viscosins. Eine quantitative Ausfällung sämt- 
lichen bei der Hydrolyse des Viscosins entstandenen Glucosamins ist 
unmöglich, da desselbe beim Eindampfen der Lösungen sehr leicht 
verharzt; ich versuchte, gewisse molekulare Beziehungen zwischen 
seinen Aldehyd- und Aminogruppen aufzustellen. In einem der Hydro- 
lyseprodukte des Viscosins bestimmte ich in einzelnen Proben den 
Stickstoff nach van Slyke, und in parallelen Proben den Zucker nach 
Fehling, indem ich die Kupferoxydulfällung in neutralem Medium 
ausführte und die Niederschläge nach Bertrand titrierte. Die Resultate 
für Hydrolysate an verschiedenem Pilzmaterial fielen etwas ver- 
schieden aus. 


mg Zucker mg Stickstoff 
bedingungsweise berechnet auf Glucose der Aminegruppen 
1. 86 8,8 
2. 56 6,0 


1) H. Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 352, 1902. 
21* 


324 | N. N. Iwanoff: 


Wenn Glucose vorhanden wäre, so wären die molekularen Be- 
ziehungen 180: 14. 

Selbst diese unsicheren Versuchsresultate mögen zur Bestätigung 
dienen, daß das Glucosamin als ein Hauptbestandteil bei der Viscosin- 
hydrolyse auftritt?). 


Ich führe noch die Resultate eines Versuches an, der unter etwas 
anderen Verhältnissen ausgeführt ist. 

Versuch 2. 2,4335 g Viscosin wurden 2 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade mit 250 ccm Salzsäure (1,19) und 3 g SnCl, gekocht. Die ganze Sub- 
stanz löste sich bis auf einen unbedeutenden Niederschlag von Humin- 
substanzen, der abfiltriertt wurde. Von dem Filtrate wurden Proben zu 
je 20 сот entnommen und in ihnen bestimmt: 


1. Gesamtstickstoff ....... .. . . 12,21 mg 
2. Stickstoff nach van Slyke . . ..... 5,56 ,, 
folglich Aminogruppenstickstoff nur . . . . 44,8%. 


Nach Verdünnen mit Wasser und Durchleiten von Schwefelwasser- 
stoff zur Entfernung des Zinns wurde das Filtrat auf dem Wasserbade 
bis zu einem kleinen Volumen eingedampft. Von neuem wurden Proben 
von je 3ccm entnommen und in ihnen bestimmt: 


1. Gesamtstickstoff . . . . 2 222020. 10,13 mg 
2. Stickstoff nach van Slyke . ....... 8,37 ,, 
d. h. Aminogruppenstickstoff ...... . 82,6%. 


Das erneute Erwärmen auf dem Wasserbade erzielte eine vollständigere 
Hydrolyse des Viscosins. In diesem Falle wurde nach den betreffenden 
Vorarbeiten eine Fällung mit Phenylisooyanat hervorgerufen; die hierbei 
erhaltene Anhydridverbindung des Glucosamins wurde zweimal um- 
kristallisiert und analysiert: 


75,6 mg gaben 7,64mg N oder 10,10%N. 
Berechnet . . . . 2. 2 2 2.0. 10,03 % N. 


Über den Phosphorgehalt des Viscosins. 


Die konstante und sehr wenig abweichende Phosphormenge im 
Pilzmaterial gibt Veranlassung, ihn als einen Bestandteil des Viscosins 
zu betrachten. Die Bindung des Phosphors in Form von Phosphorsäure 
mit dem Viscosin scheint aber nicht sehr stabil zu sein, was aus folgendem 
hervorgeht. Zu 1,1432 g Viscosin wurden 10 ccm konzentrierte Salz- 
säure hinzugefügt; nach 15 Minuten wurde der Inhalt filtriert und 
mit Wasser gewaschen. In dem gelblich gefärbten Filtrat waren 83,7 % 
der Phosphorsäure gelöst, die in der abgewogenen Substanz enthalten 
war. Durch weiteres Behandeln mit Salzsäure kann man das Viscosin 
ohne Mühe vollständig von Phosphor befreien. Um ein Urteil zu er- 


1) Außerdem werden bei der Viscosinhydrolyse die Aminogruppen 
früher als die Aldehydgruppen abgespalten. Es bestehen nämlich Zwischen- 
produkte («- und $-Lycoperdin, s. weiter unten), deren beide Aminogruppen 
frei sind, während von den beiden Aldehydgruppen die eine gebunden ist. 
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zielen, ob der Phosphor in organischer oder in anorganischer Form 
abgespalten wird, wurde bei solch einem salzsauren Auszuge die 
Phosphorfällung nach Neumann ohne vorangehende Mineralisation mit 
Schwefel- und Salpetersäure durchgeführt. Das Resultat war 5,17 mg 
Phosphor. Nach vollständiger Verbrennung 5,20 mg Р, d В. sämt- 
licher Phosphor hat sich vom Viscosin in Form von Phosphorsäure 
abgespalten. 

Das in den unreifen Exemplaren vorhandene Viscosin verschwand 
beim Reifen, indem es sich, wie aus meiner weiter folgenden Arbeit 
zu ersehen ist, mit dem Eiweißstoff zu einer stabilen unlöslichen Ver- 
bindung umsetzte.. Zwischen dem Chitin und dem Glucosamin be- 
stehen einige gut untersuchte Verbindungen. Es ist mir gelungen, 
aus reifen Pilzen eine Verbindung vom Typus Chitosan darzustellen, 
die ihrer chemischen Zusammensetzung nach dem Viscosin nahe steht. 


Chitosan aus reifen Pilzen. 


Gewinnung. 700 g trockenes Pulver reifer sporenhaltiger Lycoperdon 
iriforme wurden mehrfach auf dem Weasserbade aufeinanderfolgend mit 
Äther, Alkohol, Wasser bis zum völligen Auszuge behandelt. Dem Pilz- 
material wurden dann 2*Liter Wasser und 150 ccm konzentrierte Salz- 
säure (von einem Gehalt von 42,9 g НС!) hinzugefügt und 6 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Der dunkle Extrakt wurde dann auf 
dem Büchnertrichter von der Pilzmasse getrennt. Bei der Neutralisation 
des dunklen Filtrats mit Natronlauge schied sich ein massiver grünlich- 
dunkler, flockiger Niederschlag ab. Die ausgefällte Substanz wurde mit 
Wasser, Alkohol, — in der sie etwas löslich ist — und Äther gewaschen 
und bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

Es wurden 7 в Trockensubstanz erhalten. 

Durch wiederholtes Ausziehen der Pilzmasse mit einer neuen Menge 
Salzsäure wurden noch 3g Trockensubstanz erhalten und beim dritten 
Mal noch 1,7 g, so daß im ganzen aus 700 g Pilzmaterial 11,7 g Chitosan 
oder 1,67% erzielt wurden. 

Bei einem anderen Versuch wurden aus 800 р Pilzmaterial bei einem 
zweifachen Ausziehen 18 р Chitosan oder = 2,25% erhalten. 


Eigenschaften des Chitosans. Eine Substanz von grünlichdunkler 
Farbe, leicht löslich in schwachen Säuren und Alkalien, aus denen 
es durch Neutralisation wieder ausgefällt wird. Die Analysen (nach 
Trocknen bei 105°) auf Stickstoff und Phosphor gaben folgende Re- 
sultate: 


A. (Aus 700g Pilzmaterial) . . N P 
Aus 1. Auszug ...... 6,12% 0,94 % 
и ©з у 7 ос 6,67%, 1,93% 
„ 3 ›› gäe Le, A eier, 6,40% 2,46 % 
В. (Aus 800 g Pilzmaterial) 
Aus l.und 2. Auszuge . . . 5,37% 3,94 %. 


Die Phosphormenge ist nicht beständig. Der Phosphor ist aber 
ein Bestandteil der Substanz, was aus folgendem zu ersehen ist: 
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Das aus dem zweiten Auszuge gewonnene Chitosan wurde in 75 ccm 
0,5 proz. НСІ gelöst und nach einstündigem Erwärmen bis zu 40°C aus der 
Lösung durch Neutralisation mit Natronlauge gefällt; der Niederschlag 
wurde mit Wasser, Alkohol und Äther gewaschen. 


Phosphor nach Behandlung mit HCl... . 1,92% 
= vor Së 55 Ую. жй ук: 1,93 % 


Bei einem anderen Versuch wurde Chitosan В (aus 800g Pilzen) in 
0,5 proz. Salzsäure gelöst. 2,3876g wurden in 100 ост Salzsäure gelöst und 
das Ganze auf dem Wasserbade eine Stunde lang erwärmt; dann wurde 
die Lösung mit Ätznatron neutralisiert und der Niederschlag, nach Waschen 
mit Wasser, Alkohol und Äther bei 110° getrocknet. Die Ausbeute war 
1,4643 g Substanz. 


N P 
Рег Ausgangschitosan enthielt . . 5,37% 3,94% 
Nach der Behandlung mit Salzsäure 5,30% 4,03% 


An der Zusammensetzung der Substanz hat keine Veränderung statt- 
gefunden; nachdem sie aber auf dem Woasserbade mit 10 und 20 proz. 
Salzsäure erwärmt wurde, spaltete sich die Phosphorsäure vollständig ab: 


N Р 
Zuerst war im Chitosan enthalten. . . .° 6,51% 0,98% 
Nach Behandlung mit konzentrierter Salzsäure 6,38 % 0 % 


Die Phosphorsäureabspaltung beeinflußt fast gar nicht den Stick- 
stoffgehalt der Substanz. Das Chitosan hat den Charakter einer Base 
in Bindung mit Phosphorsäure. Eine energische Behandlung mit 
Salzsäure führt dazu, die Phosphorsäure im Chitosan in molekularen 
Verhältnissen mit Chlorwasserstoff zu substituieren. Da HPO, und 
3 HCl sehr nahe Molekulargewichte, 98 und 109,5 (36,5 x 3), besitzen, 
so beeinflußt der Austausch der Säuren fast gar nicht das Gesamt- 
molekulargewicht des Chitosans, das an und für sich ein sehr hohes ist. 
Es muß noch bemerkt werden, daß das von mir untersuchte Pilzmaterial 
eine große Anzahl Verbindungen basischen Charakters enthält, an 
denen die Zwischenprodukte zwischen Chitin und Glykosamin großen 
Anteil nehmen. Bei Behandeln von 700 g Pilze (в. oben) mit 150 ccm 
Salzsäure (von einem Gehalt ап 42,9g HCl) wurden im Filtrate mit 
den Waschwässern nur 11,6g freie Säure nachgewiesen, d. h. 31,3 8 
HCl wurden vom Pilzmaterial absorbiert. 


Die Hydrolyse des Chitosans. 9,2280 e Chitosan (mit 5,37% N und 
3,94 % Р) wurden auf dem Wasserbade 4 Stunden lang mit 300 сет 24 proz. НСІ 
und 6g SnCl, erwärmt. Nach dem Abfiltrieren des unbedeutenden Nieder- 
schlages, sogenannter Huminsubstanzen, wurden von den 300 cem Filtrar 
je 10 ccm zur Bestimmung von Gesamtstickstoff und von Stickstoff nach 
van Slyke entnommen. 


1. Gesamt-N . . . 12,6 mg | d.h. 67,5% des Gesamt-N 
2. N nach van Slyke 8,5 mg bestehen aus Amin-N. 
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Ein weiteres zweistündiges Erwärmen einer Filtratprobe führte zur 
Abnahme des Aminstickstoffes. In der klaren Flüssigkeit zeigten sich 
Flocken von Huminsubstanzen. Das Chitosan liefert an und für sich bei 
der Hydrolyse mehr Huminsubstanzen und verharzt leichter als das Viscosin. 
Ein Teil des Filtrats, der 170,1mg Aminstickstoff enthielt, wurde mit 
Wasser verdünnt, dann zur Entfernung des Zinns mit H,S behandelt. 
Nach dem Eindampfen auf dem Wasserbade wurde die Probe im Vakuum- 
exsikkator über Natronkalk stehen gelassen. Nach einigen Tagen schieden 
sich 1,3 g Kristalle aus, in denen nach doppelter Kristallisation der Chlor- 
wasserstoff durch Fällen mit AgNO, entfernt, der Stickstoff nach van 
Siyke bestimmt wurde. 


1. 123,3 mg Substanz gaben 7,95 mg N, d.h. 6,45% N. 
Berechnet für Salzsaures Glucosamin C,H,,NO,. НСІ 6,50 % N. 
2. 188,1mg Substanz gaben 125,2 mg AgCl oder 16,35 % Cl. 
Berechnet für salzsaures Glucosamin C,H,,NO,. HO 16,45% Cl. 
3. 104,9 mg Substanz gaben 6,89 mg N (nach van Slyke) statt 6,81 mg. 
4. 99,3 mg Substanz gaben 6,50 mg N (nach van Slyke) „ 6,45 mg. 
d.h. in Probe 3 und 4 wurde der Gesamtstickstoff nach van Slyke ab- 
gespalten. 


Es unterliegt keinem Zweifel, daß beim Abbau der Substanz 
Glucosamin entstanden ist. Im vorliegenden Falle ist mehr als die 
Hälfte des in der Probe vorhandenen Stickstoffs in Form von salz- 
saurem Glucosamin auskristallisiert. Die Hydrolyseprodukte zeigten 
stets deutlich positive Reaktion mit Fehling, wenn die Fällung des 
Kupferoxyduls in neutralem Medium ausgeführt wurde. Es wieder- 
holen sich hier also dieselben Ergebnisse, wie sie sowohl bei der Be- 
stimmung des Glucosamins als auch bei der Hydrolyse des Viscosins 
beobachtet wurden. In einem anderen Hydrolyseversuch von 0,5 g 
Chitosan mit 30 ccm 24proz. HCl kamen in der Versuchsprobe, die 
19,7 mg Gesamtstickstoff enthielten, auf Stickstoff nach van Slyke 
16,1 mg, d. h. 81,8%. Das Fehlen der Aminosäuren läßt darauf 
schließen, daß das Glucosamin sowohl bei der Hydrolyse des Chitosans, 
als auch bei der des Viscosins ein Hauptbestandteil ist. 

Araki!) hat zuerst Chitosan durch Schmelzen des Chitins mit Ätzkali 
erhalten. Das so erhaltene Produkt löste sich in schwachen Alkalien, 
aber nicht in Wasser. H. Brach?) hat den chemischen Zerfall des Chitins 
untersucht. Er kommt zu dem Schlusse, daß das aus dem Chitin erhaltene 
Chitosan aus nicht weniger als vier Glucosaminen oder Monoacetylglucos- 


aminen bestehe, da nach seiner Meinung auf jedes der vier N-Atome vier 
Acetylgruppen kommen. 


Kotake und Sera?) haben in einer vortrefflichen Arbeit die Ver- 
bindungen untersucht, die bei der Hydrolyse des Chitins dem Glucos- 


1) Araki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 20, 498, 1895. 
2) Hugo Brach, diese Zeitschr. 88, 468, 1912. 
3) J. Kotake und Y. Sera, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 56, 1913. 
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amin vorangehen. Durch еше teilweise Hydrolyse des Pulvers von 
Lycoperdonen haben die Autoren zwei kristallinische Derivate — 
a- und ß8-Lycoperdin — hergestellt, die nur aus zwei Molekülen Glucos- 
amin bestanden und bei der Hydrolyse abgespalten haben nach der 
Gleichung: Ce Hs N0 + H,O + O = 2C,H, NO; + HCOOH. 

Die Lycoperdine, deren Strukturformel die Autoren festgestellt 
haben, enthalten zwei freie Aminogruppen, verhalten sich bei der 
Fehling- und Biuretreaktion positiv und erscheinen als starke Salz- 
bildner. Diese höchst wertvollen Angaben ermöglichen es, uns ein 
Bild von der Umsetzung des Glucosamins in Chitin zu machen. Das 
erste Produkt der Synthese ist das Lycoperdin, darauf folgt die Gruppe 
der Chitosane, analog der Gruppe der Polypeptide und Dextrine. 
Die Salze des von mir gewonnenen Chitosans sind schon in Wasser 
unlöslich; der gesamte Stickstoff des Lycoperdins spaltet sich nach 
van Slyke ab, während meine Chitosanpräparate einen verschieden 
hohen Prozentgehalt freier Aminogruppen aufweisen, z. B.: 


1. Aus 18,46 mg Gesamtstickstoff wurde erhalten: 


Stickstoff nach van Slyke . . . . 4,18, d.h. 22,6% 
2. Aus 12,75 mg Gesamtstickstoff: 
N nach van Slyke ....... 5,61, d.h. 44,0% 


In Eiweißstoffen, die zuerst nur unbedeutende Mengen freier 
Aminogruppen enthielten, steigt ihr Gehalt parallel mit dem Vorgang 
des Abbaues. Dieselbe Erscheinung tritt auch beim Zerfall des Chitins 
auf. Je weiter die Spaltung des Chitins vorausgeschritten ist, desto 
mehr bindet das Chitosan Säuren. Aus diesem Grunde kann der Gehalt 
der an verschiedene Chitosane gebundenen Phosphorsäure variieren. 
Meiner Meinung nach erscheint das Viscosin als ein hochmolekulares 
Chitosan; der Phosphorsäuregehalt in ihm ist jedoch stets geringer als 
in verschiedenen Chitosanen, die von mir beobachtet wurden. Wenn 
das Lycoperdin von Kotake und Sera eine Verbindung mit Phosphor- 
säure wäre, so müßte sie 4,95% Р (Cis H24 №, О. Н,РО,) enthalten, 
während der Phosphorsäuregehalt in meinen Präparaten geringer war. 


Auf die Annahme hin, das Viscosin als Zwischenprodukt des Chitins 
anzusehen, muß ich auf die Arbeit von Alsberg und Hedblom!) hinweisen. 
Diese Forscher hielten Chitin tierischer Herkunft (aus Limulus) 9 Monate 
lang in schwacher Salzsäure (nicht über 5°%,). Nach Entfernung der Säure 
und nach dem Trocknen machten sie die Beobachtung, daß das erhaltene 
Produkt im Wasser quoll und sich in Gelee verwandelte. Von Interesse 
ist ferner, daß nach erneutem Wasserentziehen und Trocknen ein anderes 
Produkt entstand, das sich nieht mehr, weder in kaltem noch in warmem 
Wasser löste. Eine ähnliche Erscheinung der Denaturstion beobachtete 
ich, wie oben beschrieben, auch heim Trocknen des Viscosins. 


1) С. Г. Alsberg and С. A. Hedblom, Journ. of Biol. Chem. 6, 483, 1909 
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Die Lycoperdone liefern bei der Hydrolyse große Mengen Glucos- 
amin, worauf schon Blanksma!) aufmerksam machte. An diesen Pilzen 
gelingt es, die Übergänge von Chitin bis zum Glucosamin zu verfolgen. 
Unwillkürlich stellt sich mir die Frage, ob man die für das Viscosin 
der Lycoperdone zutreffenden Angaben auch auf das Viscosin anderer 
Pilze übertragen kann. 

Die Versuchsresultate vieler Autoren, die am Chemismus des 
Viscosins gearbeitet haben, unter anderem auch die von Reuter (l. c.), 
führen mich zu der Überzeugung, daß ihr Präparat, welches einige 
Beimengungen enthielt (wie Xanthin, Guanin), ein Viscosin darstellte, 
das bei der Hydrolyse Glucosamin liefern mußte. 

Die Biuretreaktion?), die die Gemüter vieler Autoren verwirrte 
und die man bei einer unvollständigen Hydrolyse des Viscosins erhält, 
erscheint als konstitutionelle Eigenschaft einer Verbindung, die aus 
zwei Glucosaminen besteht. 

Somit können wir den hydrolytischen Abbau des Chitins in Pilzen 
(wie auch den der Synthese) analog dem des Eiweißstoffes und der 
Stärke in einzelnen Phasen darstellen: 

Chitin > Viscosin > Chitosane > Lyeoperdine®) > Glucosamin. 


Die Umsetzung des Viscosins in Chitin beim Reifen der Lycoperdone 
führt parallel zur Bindung des Viscosins mit Eiweißstoffen der Pilze 
und zur Bildung phosphorhaltiger Glucoproteide, wie aus folgender 
Abhandlung zu ersehen ist. 

Zuletzt komme ich zu folgenden Schlüssen: 


Zusammenfassung. 


1. Aus unreifen Fruchtkörpern von Lycoperdon piriforme kann 
man 11 bis 25,8%, Pilzschleimstoff- Viscosin ausscheiden. 


2. Das Viscosin enthält 6,12 bis 6,51%, Gesamtstickstoff und ` 
0,98 bis 1,14%, P; nach der Hydrolyse gibt es eine starke Reaktion 
mit Fehling, bis zu 92,1 % des Gesamtstickstoffs gehen in Aminstickstoff 
über, der nach van Slyke bestimmt wird. 


3. Das Fehlen der Glucose bei der Hydrolyse trotz der starken 
Reaktion mit Fehling, sowie auch das Fehlen der Aminosäuren und 
die Bildung des Glukosamins ermöglichen uns, das Viscosin als den 


1) J. Blanksma, Chem. Weekblad 10, 96, 1913. 

2) Ar. Dox and Е. Е. Neidig, Journ. of Biol. Chem. 18, 167, 1914. 
Die Autoren haben aus Penicillium expansum eine gummiartige Substanz 
mit 10,94% N ausgeschieden, welche bei der Hydrolyse Biuretreaktion 
und starke Reduktion mit Fehling zeigte. Die Autoren nehmen an, daß 
die Substanz aus Pepton, Glucose und anorganischen Salzen besteht. 

3) Kotake und Sera, 1. с. 
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Vorgänger des Chitins anzusehen, das bei der Hydrolyse zur Haupt- 
sache nur Glucosamin liefert. 

4. Phosphor wird von Viscosin in Form von Phosphorsäure ab- 
gespalten, sofern letztere in salzartiger Bindung vorliegt. 

5. Aus reifen Pilzen Lycoperdon piriforme sind Substanzen mit 
wechselndem Gehalt an Stickstoff, nämlich 5,37 bis 6,72%, und an 
Phosphor 0,94 bis 3,94%, erhalten, die zur Gruppe der Chitosane ge- 
hören und die bei der Hydrolyse Glucosamin liefern. 

6. Das Viscosin und die Chitosane scheinen Zwischenprodukte 
bei der Synthese des Chitins aus Glucosamin zu sein. 


Über die Natur des Eiweißstoffes der Pilze. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universität zu Petersburg.) 
(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


Die Analysen verschiedener Pilze deuten beständig auf ihren 
hohen Stickstoffgehalt hin, aber die Gewinnung der Pilzeiweißstoffe 
ist mit großen Schwierigkeiten verbunden. Ihre Ausbeuten sind ver- 
hältnismäßig klein im Vergleich zum Gesamtstickstoffgehalt. Be- 
kanntlich kann man die Grundsubstanz des Pilzeiweißes nicht wie 
das Pflanzeneiweiß nach Einwirkung von Salzlösungen (Natrium- 
oder Ammoniumchlorid) extrahieren. 


Außer von wissenschaftlichem Interesse ist die Kenntnis der chemischen 
Zusammensetzung des Eiweißstoffes und seiner Umsetzungsprodukte von 
großer praktischer Bedeutung für die Ausnutzung der Hutpilze als Er- 
nährungsfaktor. Als Objekt zu den ersten Untersuchungen über den Eiweiß- 
stoff dienten niedere, schleimige Pilze. Brakonnot!) fand in frischen Myxomy- 
ceten ‚‚matiere animale‘‘ vor, das durch Kochen und Einwirkung von 
Tannin erhalten wurde. Mit demselben Objekt beschäftigte sich später 
Reinke?). Seine klassische Arbeit umfaßt die chemische Untersuchung 
des lebenden Protoplasma in Äthalium, sowie auch des ruhenden, in den 
Sporen dieses Pilzes befindlichen Protoplasmas. Die unlösliche Pilzmasse, 
nach Behandlung mit Wasser, Alkohol, 10% NaCl, 0,2% КОН und 
2% HCl erhalten, wurde von Reinke Plastin genannt und als ein den Eiweiß- 
stoffen nahestehender Körper charakterisiert. Das Plastin enthält im Mittel 
bis zu 12% №, 53,49% С und 7,22% H, und gab Reaktionen auf Phosphor 
und Schwefel. Nach Reinkes Auffassung steht das Plastin Nukleinen nahe, 
oder besteht aus Eiweißstoffen, die an organischen Phosphor gebunden 
sind. О. Loew?) wiederholte die Arbeit Reinkes in bezug auf Plastin und 
sprach den Gedanken aus, daß die Angaben Reinkes über die Unlöslichkeit 
des Plastins in 0,2% KOH, nicht genügen, diese Substanz als einheitlichen 
Körper zu charakterisieren. Der geringe Stickstoffgehalt von 12%, um 
3,5% weniger, als beim Albumin, führte Loew zu der Annahme, daß 


1) Brakonnot, Ann. de Chim. 80, 283, 1811. 

2) Reinke, Studien über das Protoplasma I—III.; Unters. bot. Lab. 
Universität Göttingen 1881. 

3) О. Loew, Bot.-Ztg. 1884, S. 113. 
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es Reinke wohl mit einem stark verunreinigten Eiweißstoff zu tun gehabt 
hätte. Loew fand in Äthalium ein in Wasser unlösliches, in Salzsäure 
lösliches Kohlenhydrat, das Reinke nicht nachgewiesen hatte. Dieses Kohle- 
hydrat im Plastin konnte nach Loews Meinung die Ursache seines 
niedrigen N-Gehaltes sein. Obgleich das Plastin nach Loew einige Bei- 
mengungen enthält, so besteht es in seinem Hauptanteil aus Eiweißstoff. 
Die Benennung ‚‚Plastin“ wurde von Zacharias!) und anderen Autoren 
angenommen und hat sich bisher erhalten. Seine chemische Struktur kann 
aber noch nicht als aufgeklärt angesehen werden. Die Arbeit von Uffel- 
mann?), die den Nährwert und die Verdaulichkeit der Pilzeiweißstoffe 
mit anderen Ernährungssubstanzen verglich, hat wenig Neues gebracht. 
Winterstein?) hat eine neue Methode zur Gewinnung des Pilzeiweißes an- 
gewandt und gezeigt, daß durch Behandlung mit 10 bis 20% Salzsäure, 
bei Erwärmen auf dem Woasserbade, größere Mengen stickstoffhaltiger 
Substanzen in Lösung gehen, als durch Behandlung mit Lauge in der Kälte. 
Phosphorwolframsäure gibt in dieser salzsauren Lösung einen voluminösen 
Niederschlag, aus dem man nach Entfernung der Phosphorwolframsäure 
eine Substanz erhält, die charakteristische Eiweißstoffreaktionen gibt. 
К. S. Iwanoff*) hat im Laboratorium von N. Krawkoff Eiweißstoffe aus 
Bakterien (Boletus edulis, Aspergillus niger) und Mutterkorn nach der 
Methode von Krawko/f hergestellt. Das erhaltene Produkt war unlöslich 
in Wasser, Salzlösungen, schwacher Säure, aber löslich in schwacher Lauge 
опа konzentrierter Salzsäure, und zeigte beim Verbrennen den Geruch 
von verbranntem Horn. Der Eiweißstoff enthielt schwankende Mengen 
Stickstoff, Phosphor und Schwefel. Auf Grund des Vorhandenseins yon 
Phosphor wurden die genannten Verbindungen zu den Nucleoproteiden 
gezählt. Winterstein und Hofmann?) haben die Pulver einiger Hutpilze 
mit Äther, Alkohol und Wasser gewaschen. Den abgewaschenen Rest 
extrahierten sie in einigen Fällen mit Baryt, Ätznatron und Kali, in anderen 
mit rauchender Salzsäure auf dem Wasserbade. Die aus beiden Versuchen 
erhaltenen Substanzen gaben positive Eiweißstoffreaktionen, enthielten 
aber in ihren verschiedenen Präparaten variable Mengen Stickstoff (bis 
14%). Веі völliger Säurehydrolyse von 100g Substanz erhielten die 
Autoren 6,3g Histidin, 10,7 g Arginin und 6,3g Lysin. С. Reuter) hat 
im Laboratorium von Winterstein Eiweißstoffe aus dem Pulver des weißen 
Pilzes nach der Methode von Krawkoff dargestellt. Aus 10g Trocken- 
substanz erhielt der Autor 3,3 g eines Produktes mit 14% N-Gehalt. Wenn 
man die Extraktion mit 5% Lauge ausführt und das Filtrat mit Essig- 
säure fällt, erhält man 2,13 g Substanz von 11,7% Stickstoffgehalt. Der 
Autor nimmt an, daß das letzte Produkt an ein Kohlenhydrat 
gebunden sei. 


Die Angaben der Autoren über die Eigenschaften der Pilzeiweiß- 
stoffe sind demnach sehr verschieden. Der Stickstoffgehalt scheint 


1) Zacharias, Prog. rei bot. 8, 67, 1910. 

2) Uffelmann, Arch. f. Hygiene 6, 105, 1887. 

3) Е. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 438, 1898 — 1899. 

t) K. S. Iwanoff, Hofmeisters Beitr. 1, 524, 1902. 

5) Е. Winterstein und Hofmann, ebendaselbst 2, 404, 1902; Hof- 
mann, Über die chemischen Bestandteile einiger Pilze. Zürich 1901. 

8) С. Reuter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 78, 167, 1912. 
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variabel zu sein; er tritt bald in löslicher, bald in in Wasser unlöslicher 
Form auf; Phosphor ist nicht immer nachweisbar. Der große Teil 
des mit Phosphorwolframsäure nach vollständiger Säurehydrolyse 
fällbaren Stickstoffs kann auch Zweifel hervorrufen, denn das Pilz- 
material war der Einwirkung rauchender Salzsäure auf dem Wasser- 
bade ausgesetzt. Nach den Angaben von Hofmann wurden nur zwei 
Drittel der stickstoffhaltigen Substanzen dieses Extraktes durch 
Phosphorwolframsäure gefällt. Es wäre möglich, daß im Niederschlage 
außer Eiweißstoffen und Produkten ihres primären Zerfalls auch Sub- 
stanzen weiter abgebauter Diaminosäuren vorliegen. Deshalb unter- 
zogen die Autoren dieses Präparat einer Hydrolyse. Diese Frage ist 
jedoch durch diese Untersuchungen nicht endgültig geklärt. 

Im Sommer 1916 hatte ich gegen 30 kg unreife Fruchtkörper 
von Lycoperdon piriforme gesammelt. Die im Laboratorium auf 
Filtrierpapier stehengelassenen Pilze reiften nach und bildeten Sporen, 
die bis zu 75% des Gesamtgewichts erreichten. 

Die stets wiederkehrenden Angaben von Kossel und seiner Schule 
über die Anwesenheit von Prötaminen und Histonen in den Zeugungs- 
organen veranlaßten mich, solche Verbindungen im Pflanzenreiche zu 
suchen, und zwar bei reifenden Lycoperdonen, die dicht mit Sporen an- 
gefüllt waren. Ein Versuch, Histone in Pflanzen nachzuweisen, war bereits 
von Krassnosselsky im Laboratorium von Kossel unternommen worden. 
Als Material dafür dienten ruhende Samen; die Resultate fielen negativ aus?) 

Zuerst versuchte ich, Eiweißstoffe nach Kossel darzustellen: 
Feines Pulver aus reifen Pilzen oder ihren Sporen wurde nach Waschen 
mit Äther, Alkohol und Wasser einer 1- oder 2proz. Schwefelsäure- 
'einwirkung während 1 bis 2 Tagen unterzogen. Das abgesaugte Filtrat 
gab bei Überschuß an Alkohol einen flockigen voluminösen Nieder- 
schlag, der mit Alkohol und Äther bei 110° getrocknet wurde. Das 
gewonnene Präparat enthielt 6,50%, Stickstoff und ergab nach der 
Säurehydrolyse Glucosamin (s. die vorige Abhandlung). Demnach 
war es auf diesem Wege nicht gelungen, Eiweißstoffe zu gewinnen. 
Es mußte energischer vorgegangen werden, nämlich zur Erwärmung 
des Pilzmaterials mit 2proz. Säure auf dem Wasserbade?). 


Die Methode zur Gewinnung von Pilzeiweiß. 


1. Ми 2proz. Schwefelsäure bei Erwärmen. 82g Pulver reifer Pilze 
wurden nach sorgfältigem Waschen mit Äther, Alkohol und Wasser mit 
200 ccm 2proz. Schwefelsäure angesetzt und unter Erwärmen auf dem Wasser- 


1) T. Krassnosselsky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 322, 1906. — In 
der letzteren Zeit fand Kiesel (A. Kiesel, ebendaselbst 120, 85, 1921) 
bei Untersuchungen der Pollenkörper der Fichte keine Spur von Prot- 
aminen vor. 

2) Siehe meine vorläufige Mitteilung. Bull. de l Acad. des Sciences 
de Russie 1918, p. 397. : 
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bade extrahiert. Das ganze Material wurde auf der Nutsche abgesaugt, der 
Rückstand erneut mit 2proz. Säure behandelt. Auf diese Weise wurde 10 mal 
extrahiert; in Lösung gingen aus dem gewaschenen Pilzmaterial 60% 
Gesamtstickstoff. Die Filtratproben gaben in überschüssigem Alkohol 
einen voluminösen Niederschlag, der in der Trockensubstanz 6,4% N 
enthielt und nach der Hydrolyse in Glucosamin zerfiel. 

Der saure Extrakt wurde bis zu 10% mit Schwefelsäure versetzt und 
mit Phosphorwolframsäure gefällt. Etwa 85% des gesamten Extrakt- 
stickstoffs waren im Phosphorwolframsäureniederschlag enthalten. Nach 
dem Einengen gab es mit Phosphorwolframsäure nochmals einen Nieder- 
schlag; er wurde wie gewöhnlich mit Baryt zersetzt. Aus dem Filtrate 
schied sich nach Reinigen und Abdampfen des Wassers ein Niederschlag 
einer gelblichen Substanz aus, die an Tischlerleim erinnerte. Die Ausbeute 
betrug 1,1 g, darin waren 177 mg N, oder 16,09% N enthalten. Durch 
die Phosphorwolframsäure wurden aus einem Teil des Extrakts 800 mg N 
gefällt, d. h. 77,9% des im Phosphorwolfcamsäureniederschlag ent- 
haltenen Stickstoffs waren durch Baryt nicht zersetzt worden. Die ganze 
Schleimstoffmenge, die 6,4%, N enthält und nach der Hydrolyse Gluoos- 
amin gibt, war also nicht ausgeschieden. 


Die Substanz, die 16,09% N enthält, wurde in wenig Wasser 
gelöst und mit überschüssigem Alkohol gefällt. Es fiel ein unbedeutender 
Niederschlag aus; der größte Teil der Substanz blieb aber im Alkohol 
gelöst. Die in Alkohol unlösliche Substanz hatte bei der Analyse 
6,41 % N (aus 68,1 mg wurden 4,36 mg N erhalten). 


Das Präparat, das aus den in Alkohol löslichen Stoffen nach Ent- 
fernung des Alkohols hergestellt wurde, hatte 16,75%, N (aus 84,9 mg 
wurden 14,22 mg N erhalten). 

Die Ausbeute betrug 1,34%, davon fielen 16,75%, dem Stickstoff- 
gehalt zu. 


2. Verdauung durch Pepsin. 45р pulversierter Lycoperdone, wie 
gewöhnlich mut Äther, Alkohol und Wasser gewaschen, ergaben 30g Ma- 
terial. Dieses wurde dem VerdauungsprozeB — nach Zusatz von 0,8% HO 
mit 2ccm einer Glycerinlösung mit Pepsin im Liter unterzogen. Nach 
20tägigem Stehen bei 87° wurde die Flüssigkeit auf der Nutsche abgesaugt. 
Das dunkelfarbige Filtrat wurde mit Ätznatron neutralisiert, wodurch ein 
starker, flockiger Niederschlag ausfiel. Nach Filtration des Niederschlags 
blieb eine etwas gelblich gefärbte Flüssigkeit zurück, aus der durch Fällung 
mit Phosphorwolframsäure 0,5g einer Substanz mit 16,64% N erhalten 
wurde (86,7 mg Substanz gaben 14,43 mg N nach Kjeldahl). Der dunkel- 
farbige, flockige Niederschlag (A), durch Neutralisation mit Ätznatron 
entstanden, wurde sorgfältig mit Wasser, Alkohol und Äther gewaschen und 
bei 110° getrocknet. 1,6g Pulver von 9,7% N-Gehalt wurden erhalten 
(236,6 mg gaben 22,9 mg N). Dieses dunkle Präparat (1,3 g) wurde noch- 
mals einer Pepsinverdauung unterzogen; danach erhaltene Substanz hatte 
16,62% N (36,1 mg gaben 6,0 mg N). 

Bei einem analogen Falle, dem Verdauungsversuch von 30 g Pulver 
aus reifenden Pilzen, dem auf einmal ein stark wirkendes Pepsin zugesetzt 
war, wurde durch die Neutralisation des sauren Filtrats ein dunkler Nieder- 
schlag mit 6,35% N (aus 105 mg 6,67 mg N) erhalten. Das Trocken- 
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gewicht war 1,5 g; außerdem wurde aus dem Filtrat nach Entfernung des 


-- dunklen Niederschlages 0,6g Substanz mit 16,68% N gefunden. 


Diese Versuche haben ergeben, daß durch die Verdauung des 
Pilzmaterials eine in Wasser lösliche Verbindung mit 16,64% N und 
eine in Wasser unlösliche mit 6,35 bis 6,41%, N, die aber in Lauge 


-- und Säure löslich ist, entsteht. Daß diese Stoffe als feste Verbindungen 


anzusehen sind, geht daraus hervor, daß sich die erhaltenen Zwischen- 
produkte nicht weiter spalten lassen. Diese beiden Substanzen erhielt 
ich auch bei der Bearbeitung des Pilzmaterials mit 2proz. Schwefel- 

3. Extraktion mit 24 ртог. НСІ auf dem Wasserbade. 750g Pilz- 
material wurde nach vorherigem Waschen mit Äther, Alkohol und 
Wasser zweimal je 11, Stunden auf dem Wasserbade іп 1 Liter 
24proz. HCl extrahiert. Nach Verdünnung mit Wasser wurde die 
Lösung mit Phosphorwolframsäure gefällt. Der erhaltene Niederschlag 
wurde wie gewöhnlich mit Baryt zersetzt und ergab 17g eines unreinen 
Eiweißpräparates, das durch Alkohol vollständig gefällt wurde und 
12,22% N enthielt. Diese Substanz wurde von neuem einer teil- 
weisen Hydrolyse unterzogen. Zu diesem Zwecke wurde sie in Wasser 
gelöst, das bis zu 5% Schwefelsäure enthielt; dann wurde die Lösung 
auf dem Wasserbade eine Stunde lang erwärmt und mit Alkohol gefällt. 
Ein Teil des Versuchsmaterials blieb in Lösung, während der andere als 
dunkler Niederschlag ausfiel. Als Endergebnis wurde erhalten 

aus der Substanz mit 12,22%, N 


Verbindungen: 
Рай ae 
in Alkohol unlöslich in 80gräd. Alkohol löslich 
mit 8,01% N mit 14,15% N 


Die erhaltenen Substanzen mit 8,01 und 14,15% N wurden wieder 
in je 200 ccm proz. Schwefelsäure gelöst und 48 Stunden bei 35° 
stehen gelassen. 

Nach dieser Ergänzungshydrolyse wurde die ganze Masse wieder 
mit Alkohol gefällt und in beiden Fraktionen, sowohl der in 80gräd. 
Alkohol löslichen Probe I, als auch in der in Alkohol unlöslichen Probe II 
der Stickstoff bestimmt. 

Es wurde gefunden in Probe I. . . 16,50% N 
5 „ a По уз 6,72% N 
Somit Е aus der Aussangssubstänz (mit 12,22%, N) erhalten: 


14,15% N 8,01% N 


у у 
16,50% М (Г) 6,72% N (II) 
Von Probe I, der in 80gräd. Alkohol löslichen Substanz, wurden 
5,2g erhalten. 
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Von der Probe II, der in Alkohol unlöslichen Substanz, war die 
Hauptmenge durch die verschiedenen Fällungen verloren gegangen. 
Die noch erhaltenen 3g wurden analysiert. Das Präparat enthielt 
0,95% Phosphor und lieferte nach der Hydrolyse Glucosamin. 


In einem anderen Versuch, bei einer Hydrolyse mit 24% НСІ wurde 
aus dem Pilzmaterial eine dunkle Substanz mit einem N-Gehalt von 9,69 °; 
dargestellt, deren unvollständige Hydrolyse mit 5% H,SO, folgendes 
ergab: 

9,69%, N 


SE Të 
13,70 5% N 6,28% N (IT) 
16,15% N (I) 


Das Versuchsergebnis ist, daß in den Pilzen eine Substanz kom- 
plizierter Zusammensetzung vorliegt, die beim Abbau zwei feste Ver- 
bindungen liefert: I. mit 16,64 bis 16,75%, N, II. mit 6,40 bis 6,65%, N. 


Eigenschaften der Substanz I und II. 


1. Peptonartige Substanz: 

1. enthält 16,64 bis 16,75% N; 

2. ist in Wasser löslich, sowie in 80gräd. Alkohol, : aus dem sie 
mit Äther gefällt wird; 

3. gibt farbige Eiweißreaktionen ; 

4. wird gefällt durch Kupferoxydhydrat, ae 
säure und Bleiessig; 

5. spaltet nach van Slyke ohne vorangegangene Hy diols 
8,64% ihres Gesamtstickstoffs. Bei einem Versuche wurden 
aus 96,4 mg Substanz, die 16,15 mg N enthielt, nach van Slyke 
im Apparat 1,39 mg abgebaut. 


II. Substanz enthält 6,40 bis 6,65 % N, variable Mengen Phosphor, 
gibt nach der Hydrolyse Glucosamin. Die Eigenschaften des Körpers 
stimmen demnach völlig mit dem in der früheren Abhandlung be- 
schriebenen Chitosan überein. 


Hydrolyse der peptonartigen Substanz. 


1. 2,5 g peptonartige Substanz wurden einer vollkommenen Hydrolyse 
mit 309%, Schwefelsäure unterzogen; es waren nur Spuren sogenannten 
Huminstickstoffs nachweisbar. In den Proben wurde der Gesamtstickstoff, 
der Stickstoff des Phosphorwolframsäureniederschlags, der Ammoniak- 
stickstoff (mit Kalk überdestilliert), sowie der Stickstoff nach van Slyke 
im Filtrat des Phosphorwolframsäureniederschlags bestimmt. 


——- 
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Se . 
DEE | Меме м | Menge N 
Produkten | mg a, 
Gesamt-N ......| 503 100 
Ammoniak N .... 3,1 6,2 
NH,-Gruppe-N . .. 14,0 27,9 
Diaminosäuren-N . . . | 26,16 | 52,0 





Es zeigte sich, daß 58,1 % des Gesamtstickstoffs durch Phosphor- 
wolframsäure gefällt werden. In dem Phosphorwolframsäurenieder- 
schlage wurden Diaminosäuren nachgewiesen: Nach den Ergebnissen 
der für jede Diaminosäure festgestellten charakteristischen Reaktionen 
wurden festgestellt: 


Arginin in Form von Pikrolonat (Schmelzpunkt 224°), 
Histidin „ , S 5 ( 5 2270), 
Lysin io „  Pikrat (verpufft bei 250 bis 252°). 
Zur Bestimmung der Diaminosäuremenge wurde ein neuer Versuch 
angestellt. 


2. 3,3g eines peptonartigen Präparates wurden einer 18stündigen 
Hydrolyse mit 30% Schwefelsäure unterworfen, die danach mit Phosphor- 
wolframsäure gefällt wurden. Aus dem Niederschlage wurden die Diamino- 
säuren nach Plimmer!) bestimmt. Zuerst wurde das Histidin und Arginin 
zusammen gefällt, in diesem Gemisch, wie auch in der Lysinfraktion wurde 
die Stickstoffmenge bestimmt. Aus der Mischung von Histidin und 
Arginin wurde durch Quecksilbersulfat das Histidin gefällt und dessen 
Stickstoffgehalt festgestellt. 


Die Stickstoffuntersuchungen ergaben: 


bei der Lysinfraktion . . . . . 83,9 mg oder 43,2% 
›› vn Argininfraktion .... 54,1mg ,, 27,9% 
» ›› Нізиаіпігакӣоп . . . . 56,1тд ,, 28,9% 


Das durch Lösen in 80 gräd. Alkohol gereinigte peptonartige Präparat 
hatte 8,64%, Gesamtstickstoff, wie nach van Siyke festgestellt wurde. 
Selbst echte Eiweißkörper enthalten freie Aminogruppen, so z. B. bestehen 
im Eiweiß 2,98%, im Edestin 2,47% des Gesamtstickstoffs aus Amin-N. 
Je mehr Aminostickstoff das Untersuchungsmaterial enthielt, um so 
weiter ging der Abbau des Eiweißmoleküls; bei der Heteroalbumose z. В. 
betrug ег 6,3%, bei Deiteroalbumose 10 bis 14% изу. #). Mein Präparat 
enthielt keine freien Aminosäuren, deshalb kann man aus der Zahl des 
freien Aminstickstoffs 8,64% wohl auf dessen Peptoncharakter schließen. 
Bei teilweiser Hydrolyse des Eiweißstoffes hat Siegfried und seine Schule 
Stoffe mit peptidenartigem Charakter — Kyrine — nachgewiesen?). Kossel 
und Pringl*) haben aus einem Histon tierischer Herkunft nach Pepsin- 


1) R. Plimmer, The chemical constitution of the proteins 1912. 

2) D. van Slyke, Arbeitsmethoden 5 (2), 995. 

з) С. Buslik, Zur Kenntnis der Hydrolyse des Edestins 1908. Der 
Autor stellte im Laboratorium Siegfrieds aus Edestin das Sulfat des Kyrins 
mit 17,02% N dar. 

4) A. Kossel und H. Pringl, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 301, 1906. 
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verdauung einige Histopeptone erhalten. Unter ihnen befindet sich eins, 
dessen Eigenschaften in der Hauptsache mit dem von mir gewonnenen 
Präparat übereinstimmen. Diese Substanz ist in warmem Methylalkohol 
vollkommen löslich, wird mit Äther daraus gefällt und gibt die Millon- und 
Biuretreaktion. Nach der Hydrolyse wird über die Hälfte vom Gesamt- 
stickstoff durch Phosphorwolframsäure gefällt (in meinem Präparat bis 
58,1 %) usw. 

Die Eigenschaften der von mir dargestellten peptonähnlichen 
Substanz stimmen also mit denen des Peptons, das von Kossel und 
Pringl als Produkt der Pepsinverdauung des Peptons erhalten wurde, 
gut überein. Diese peptonähnliche Substanz liegt aber in den Pilzen 
nicht in freier Form vor — das Pilzmaterial zeigt keine farbigen Eiweiß- 
reaktionen —, sondern sie ist an die zweite phosphorhaltige Substanz, 
die nach der Hydrolyse Glucosamin liefert, fest gebunden. Diese Sub- 
stanz wurde von mir in der vorigen Abhandlung beschrieben. Sie 
kann, je nach der Größe des Moleküls, als Viscosin oder als eines der 
Chitosane dargestellt werden. Uns ist noch unbekannt, wie diese 
beiden Komponenten des Eiweißmoleküls im Pilzorganismus gebunden 
sind; außerdem kennen wir auch noch nicht genau den Aufbau des 
ungespaltenen Moleküls. Nach Behandlung mit Säure oder Pepsin 
erhält man eine Substanz, in der bald die erste, bald die zweite Kom- 
ponente vorherrscht. Nur in außergewöhnlichen Fällen wird bei der 
Säurehydrolyse eine Substanz erhalten, die man als ein primäres 
Spaltungsprodukt ansehen kann; in einem Falle erhielt ich 17 g Sub- 
stanz mit 12,225. N, im anderen 15 g mit 11,89% N. Diese Präparate 
enthielten stets Phosphor; bei unvollständiger Spaltung enthielt die 
erste Substanz 16,6 bis 16,7% N, die zweite 6,4 bis 6,7% N. 

Der Vergleich des Stickstoffgehaltes der Substanz I zur Substanz II 
läßt darauf schließen, daß die erhaltene Substanz im Mittel etwa 12°, N 
enthält, und daß sie das Ausgangsmaterial bildet zur Darstellung der 
beiden Spaltungsprodukte. Meinen Versuchsergebnissen nach halte 
ich diese Eiweißkörper für ein typisches phosphorhaltiges Glucoproleid. 
Wie aus dem Vorstehenden zu ersehen ist, gelang es mir, dieses Gluco- 
proteid zu spalten: in die phosphorfreie Substanz I und in die phosphor- 
haltige Substanz II, die nach der Hydrolyse Glucosamin geben. 

Hammarsten?) hat schon längst auf das Glucoproteid aus Schnecken 
(Helix pomatia) hingewiesen, das bei der Hydrolyse Eiweiß und Zucker 
gibt. Diese Substanz enthielt 6,08%, N und 0,47% P und wurde vom 
Autor als ein chemisch einheitlicher Körper angesehen. Von Interesse 
sind die Untersuchungen der Autoren über den Eiweißstoffgehalt in Bak- 


terien. баео?) stellte aus Bacillus ranicidus einen Eiweißstoff dar, 
den er zu den Nucleoproteiden zählte, der aber 12,00% N und 0,94 °, bis 


1) О. Hammarsten, Pflügers Arch. 86, 373, 1885. 
2) G. Galeotti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 95, 48, 1898. 
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1,83% P enthält. Wheeler!) erhielt aus Typhoidbakterien eine Sub- 
stanz mit 10,92% N und 0,403% Р, und nahm an, daß sie der Gruppe 
der Glucoproteiden nahe steht (te composition more closely resembles, 
that of the group of glucoproteins‘‘); von den übrigen Glucoproteiden 
unterschied sie sich jedoch durch den Phosphorgehalt.e Zu denselben 
Verbindungen gehört meiner Meinung nach auch das Plastin, das Reinke 
aus Plasmodien erhält, mit einer Zusammensetzung von 11,92% N und 
bis zu 2,15% Р. Loew (1. с.) ist es gelungen, aus Plastin durch wieder- 
holtes Lösen in Lauge Eiweißstoff und Kohlehydrat zu erhalten; mir aber 
erscheint es, als wenn das Plastin zu Eiweißstoff und einer phosphorhaltigen 
Verbindung, die beim Zerfall Glucosamin?) gibt, abgebaut werden kann. 
Reuter (1. с.). der aus den Pilzen ein Präparat mit 11,7% Stickstoffgehalt 
erhalten hat, vermutete einen Eiweißstoff in Mischung mit irgend einem 
amorphen Kohlehydrat. Auf dieses amorphe Kohlehydrat, das nach Kochen 
mit Säure Fehling reduziert, weisen alle Autoren hin, die über den Chemismus 
des Eiweißstoffes der Pilze und Bakterien gearbeitet. Bisher hat aber 
keiner beobachtet, daß die ‚verunreinigten‘‘ Eiweißpräparate der ver- 
schiedenen Autoren den nahezu gleichen Stickstoffgehalt von etwa 12% 
haben, z. B.: 


1. Plastin Reinke . . . . . ‚л ж.ж ж 11920 М 
2. Nucleoproteid aus Bakterien ‘Galeotti E 12,00% N 
3. Die den Glucoproteiden nahestehende Substanz 

der Bakterien Wheeler .......... 10,92%N 
4. Präparat aus weißem Pilze Reuter. . . . . . 11,70 % N 
5. Paranuclein Ulpiani und Leli?) ... 11,41% N 


Es hat mir den Anschein, als wenn die Mehrzahl dieser Präparate 
Glucoproteide wären, viele sind an Phosphor gebunden. Die Be- 
schreibung ihrer Eigenschaften erinnert mich sehr an das phosphor- 
haltige Glucoproteid aus den Lycoperdonen. 

An und für sich ist die Gruppe der Glucoproteide in den Pflanzen 
weit verbreitet; es ist möglich, daß auch die Eiweißstoffe der Blätter 
zu dieser Gruppe gehören. — Aus den Spinatblättern erhielt Winter- 
stein*) ein Präparat mit 11,2% N, aus den Blättern der Luzerne (Medi- 
cago sativa) eines mit 12,2% N. Diese Ansicht teilt zurzeit auch 
Th. Osborn. Sie findet ihre Bestätigung, wenn es nachzuweisen gelingt, 
die Grundsubstanz des Protoplasmas, das Plastin, als ein phosphor- 
haltiges Glucoproteid darzustellen. Daß der Eiweißstoff an Derivate des 
Glucosamins fest gebunden ist (Glucoproteide), geht daraus hervor, 
daß es bei einigen Zellen nicht gelingt, mit Hilfe von Farbreaktionen 
auch nur Spuren von Eiweißstoff nachzuweisen. Meine Untersuchungen 


an Pilzen und Reinkes Versuche an Vauscheria aus einem Bache hatten 
dasselbe Ergebnis. 


1) 5. М. Wheeler, Journ. of Biol. Chem. 6, 509, 1909. 

2) Die chemische Zusammensetzung des Plastins ist von großem 
Interesse. Im Besitz eines genügenden Vorrates an Myxomyceton, beab- 
sichtige ich daher, mich in nächster Zeit mit dieser Frage zu beschäftigen. 

3) Ulpiani e Гей, Gaz. chim. ital. 82, 466, 1902. 

4) Winterstein, Ber. d. deutsch. Bot. Gesellsch. 19, 326, 1901. 
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Die feste Bindung des Eiweißstoffs im Glucoproteidmolekül ist 
dadurch zu erklären, daß sich das Glucosamin beim Reifeprozeß der 
Pilze (in meinen Versuchen wurden Lycoperdone verwandt) zu Chitin 
oder einer dieser Verbindung nahestehenden Substanz umsetzt. Die 
Möglichkeit der Bindung des Eiweißstoffes mit Chitin hat schon N. Р. 
Krawkoffl) beim Tierorganismus längst angenommen. Ross?) sprach 
von der Möglichkeit der Glucosaminbildung aus Pilzeiweiß. 

Die Spaltung des phosphorhaltigen Glucoproteids in die Eiweiß- 
und Glucosaminkomponente ermöglicht uns, diese Gruppe zu den 
Proteiden und nicht Proteinen zu zählen. Diese Benennung ist Ъе- 
rechtigt, weil sich der Körper in Eiweiß- und nicht eiweißartige 
Komponenten?) zerlegen läßt. Es ist noch notwendig, die phosphor- 
haltigen Glucoproteide näher zu untersuchen. Ebenfalls wäre ев 
erforderlich, die Nomenklatur der phosphorhaltigen Paranukleo- und 
Pseudonukleoproteide festzustellen, die zum Unterschiede der Nukleo- 
proteide keine Purinbasen enthalten. Vielleicht wären dann viele 
unter dieser Benennung beschriebene Substanzen in die Gruppe der 
phosphorhaltigen Glucoproteide einzureihen. 


Zusammenfassung. 


Aus dem Pulver reifender Fruchtkörper von Lycoperdon piriforme 
werden sowohl durch Hydrolyse mit 2proz. Schwefelsäure, als durch 
Pepsinverdauung oder kurzes Erwärmen mit starker Salzsäure nach 
Winterstein zwei Komponente ausgeschieden: 

1. Eine peptonartige Substanz mit 16,62 bis 16,75%, Stickstoff- 
gehalt, die Eiweißreaktionen zeigt. Sie ist in 80gräd. Alkohol löslich. 
Nach vollständiger Säurehydrolyse enthielt sie bis zu 58,1%, N, der 
durch Phosphorwolframsäure gefällt wird. 

2. Eine in Alkohol unlösliche Substanz. Sie enthält 6,4 bis 6,7 % N 
und variable Mengen Phosphor. Dieser Körper, der nach der Hydrolyse 
Glucosamin liefert, wird von mir zu den Chitosanen gezählt. 

Einigemal gelang es, die Grundsubstanz des Pilzeiweißstoffes, die 
11,89 bis 12,22%, N und Phosphor enthält, zu isolieren. Sie wird bei 
teilweiser Hydrolyse in die beiden oben beschriebenen Komponenten 
gespalten. 

Das Pilzeiweiß muß also zur Gruppe phosphorhalitiger Glucoproteide 


gezählt werden. 


1) №. Krawkoff, Zeitschr. f. Biol. 29, 177, 1892. 

*) Ross, Biochem. Journ. 9, 313, 1916. Zit. nach Czapeks Biochemie 
der Pflanzen. S. auch С. Neuberg, Ber. d. chem. Gesellsch. 84, 3963, 1901. 

3) Vgl. Е. Abderhalden, Lehrb. I, 1920, S. 425. 
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ПІ. Mitteilung. 


Einwirkung von Gelatine auf wässerige Lösungen von Chlornatrium 
und einigen anderen Substanzen. 


Von 


M. A. Rakusin und Tatjana Gönke. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Zentralstaatlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


1. Einleitung. 


In den früheren beiden Mitteilungen haben wir die negative Ad- 
sorption poröser Substanzen in ihrem Zusammenhang mit der hierbei 
stattfindenden Einsaugung besprochen, die bereits Hoppe-Seyler der 
Quellung der Gelatine und der Schweinsblase mit vollem Recht ent- 
gegenstellte. 

Es war Karl Ludwig (1), der zuerst beobachtete, daß man durch 
Hineinbringen von Stücken getrockneter Schweinsblase usw. in eine 
Lösung von Kochsalz eine Erhöhung der Konzentration hervor- 
rufen kann, und daß man auf diese Weise aus einer gesättigten Lösung 
einen Teil des NaCl zum Auskristallisieren bringen kann. Diese inter- 
essante Beobachtung scheint bis 1908 vergessen gewesen zu sein, denn 
in diesem Jahre berichten Herzog und Adler (2) über ähnliche Ver- 
suche und teilen mit, daß sie nur in zwei Fällen negative Adsorption 
beobachten konnten, nämlich bei Lösungen von Eiweiß und Zucker. 
Dessenungeachtet sind die meisten Forscher der Ansicht, daß sowohl 
die Erscheinung der Einsaugung als die der Quellung negative Ad- 
sorption zur Folge hat. | 

Die hohe biochemische Bedeutung dieser Versuche und ganz be- 
sonders die verlockende Aussicht, Lösungen von Kristalloiden zum 
partiellen Auskristallisieren zu bringen, gaben uns Veranlassung, die 
Arbeiten der genannten Forscher fortzusetzen, und zwar nach zwei 
Richtungen hin: 1. um zu sehen, ob Gelatine tatsächlich nur in ver- 
einzelten Fällen Konzentrationserhöhungen hervorruft, und 2. um die 
Wirkung der Gelatine auf eine Salzlösung bei allen Konzentrationen 
bis zur Sättigung (s. oben) zu studieren. 
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2. Einwirkung der Gelatine auf wässerige кшш verschiedener | 
Substanzen. 


Wir bedienten uns bei diesen Versuchen Kee Gelatine. 
Die Versuchszahlen waren folgende: 





Lösungen von < SE 
vor Ads. vor r Ads. ds. nach Ads. vor Ads. nach Ads. 





Weineäure . . . . .. 10 1,0424 те 414 — 34 | 





1 U 
2 Brechweinstein. ... 5 1,0288 1,0405 +72 +30 
3 Citronensäure . . . . 50148 1,0112 ' 1,0232 — — 3,8 | 
4 Lävulose. ...... 5,3684 1,0171 1,0240 | — 46 — 8,4 | 
5 Traubenzucker. . . . 10,1016 1,0376 1,0467 ' +53 +15 
6 Rohrzucker ..... 10,2340 1,0378 1,0490 +66 +2,4 
т  Eilkar + 50°, HO. . са. 79, 1,0169 1,0193 | —26 — 3,4 
8 Leim (nach Framm) : — , 1,0086 1,0152 | — 50 — 8,0 
9  Chondrin (24 Stunden) — ` 10084 10180 | Starke Opaleszeni 
Se (48 Stunden) | — 1,0084 1,0241 — — | 
10 Pepsin-Fibrinpepton . 5,0576 1,0088 1,0292. — 3,69 — 7,4 
11 Pepsin (gew. Temp). — 1,0198 1,0292 |+ 3,2 0 
| „ (einst. Kochen) 5,2480 1,0198 : 1,0292 | -+ 3,2 | 0 
12 Trypsin ....... ‚ 3,9 1,0152 ' 1,0217 0 R 
13 Diastase . . . . . .. 3,4332 . 1,0163 1,021 0 -- 
14 NH. С! (gew. Temp.) . 10 1,0268 | 1,0285 — — 
| „ (einst, Kochen.) 10 _ 1,0268 | 1,0301 — 1 
15 NaCl (gewöhnl. Temp.) 10 1,0722 1,0738 — — 
vw (einst. Kochen.) . 9,1458 1,0660 | 1,0716 | — — 3,8 
18: | КЕ ш зл жезл ‚ 10 1,0573 ' 1,06 | — — 
11 Salze. Hydroxylamin. 10 10385 1,056 — | — 
18  (МНЗРО,..... 10 | 1,0482 ' 1,0535 — i — 
19 Cal 222220. ‚10 ‚0407 | 1,0504 | —  — 
20 — ml; ........| — 108 |1096 — | — 
21 МО. ........ — | 1,0471 Geen — 
22 | Wasser `, 0 c=0,14 | 1,00090 — — - 0.7 1 





Anmerkung: Sämtliche Versuche wurden nach der Aufgußmethode 
(24 Stunden) mit 3% Gelatine bei gewöhnlicher Temperatur ausgeführt. 


Wir haben somit an einer ganzen Reihe von Stoffen des Tier- 
und Pflanzenreichs, sowie an Mineralsalzen ausnahmslos Erhöhung 
der Konzentration ihrer wässerigen Lösungen durch den Einfluß der 
Gelatine erzielt. Zwar haben uns die polarimetrischen Daten gelehrt, 
daß eine partielle Auflösung der Gelatine eine der Ursachen der nega- 
tiven Adsorption ist, doch glaubten wir, im Einklang mit den früheren 
Forschern auf diesem Gebiete, daß der Wasseraufnahme die domi- 
nierende Rolle bei der Quellung der Gelatine zukommt. Kurz, wir 
hielten uns für berechtigt, manche wichtige physiologische Eigenschaft 
der Gelatine auf die negative Adsorption zurückzuführen. So suchten 
wir z. B. auf diese Weise die von Dastre und Floresco (3) festgestellte 
Tatsache zu erklären, daß Gelatine die Gerinnung des Blutes be- 
schleunigt, während Peptone, in den Blutlauf eingeführt, nach den 
Beobachtungen von Fano (4) entgegengesetzt wirken, so daß Dastre 
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und Floresco von einem „Antagonismus zwischen Gelatine und Pro- 
pepton‘ sprechen. | 

Mit der festen Überzeugung der wasserentziehenden Wirkung der 
Gelatine, wie wir sie bei Kaolin usw. feststellen konnten, gingen wir 
zur Untersuchung konkreter Beispiele über, um die Abhängigkeit 
des Phänomens von der Konzentration festzustellen und auf diese 
Weise eine Kurve auch für die negative Adsorption zu erhalten. 


8. Einwirkung von Gelatine auf wässerige Lösungen von NaCl. 

Für die Ausführung dieser Versuche entschlossen wir uns, die 
Konzentrationen vor und nach der Adsorption (с und с’) nicht pykno- 
metrisch (s. oben), sondern durch vorsichtiges Verdampfen auf einem 
Uhrglase bis zum konstanten Gewicht (im Wasserschranke) zu be- 
stimmen. Веі der Berechnung von с und с aus den entsprechenden 
Werten für D und D nach den existierenden Tabellen kamen wir 
nämlich nicht immer auf übereinstimmende Resultate. Die gewonnenen 
Versuchsdaten sind in folgender Tabelle zusammengestellt: 


Nummer с | e | Nummer | с | с! | Nummer | с’ | e 
eg BE - Р E E L і 














1 2212 | 23,12 9 | 11,01 | 1181 
2 20,38 | 20,95 | 10 937 | 9,66 
3 17,95 | 17,64 | 11 6,49 | 6,78 
4 15,63 | 15,94 | 12 377 | 412 











Anmerkung: Die in Versuch 1 angewandte Lösung ist eine bei 


Wider jede Erwartung sehen wir vor allem, daß die Erscheinung 
der Wasserentziehung so gut wie unabhängig von der Konzentration 
ist. Ferner glückte es uns nicht, wie es Karl Ludwig gelang, die ge- 
sättigte NaCl-Lösung zum Auskristallisieren zu bringen. Ein Kontroll- 
versuch mit Agar-Agar brachte uns dasselbe Resultat (Aufgußmethode 
48 Stunden, 3%, Agar, 20 bis 17°C). 

Außer den geringen Schwankungen der Konzentrationszunahme 
ist noch der Umstand auffallend, daß die Verdampfungsrückstände 
auf dem Uhrglase (s. oben) einen deutlichen Stich ins Gelbe aufwiesen, 
was auf eine ganz geringe Zersetzung der partiell gelösten Gelatine 
hinweist. Auch aus diesem Grunde sahen wir uns veranlaßt, den Cl- 
Gehalt der Lösung vor und nach der ‚Adsorption‘ zu ermitteln. Dies 
geschah nach der Methode von Volhard und führte zu folgenden Re- 
sultaten: 


Nummer | с с’ | Nummer! e с 
1 2682 | 2639 | 4 | 9134 | 9,085 
2 , 2196 | 21,55 5 | 6,225 | 6,02 
3 10,98 | 1072 | 
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Da bei der Titration nach Volhard (in Gegenwart von Eisen- 
alaun als Indikator) eine Einwirkung der Gelatine auf die hydro- 
lytischen Produkte des Eisenalauns möglich wäre, so wurden folgende 
gewichtsanalytische Versuche (in Form von AgCl) zur Kontrolle aus- 
geführt: 


Nummer Я | е 
1 15,27 | 14,98 
2 ,1149 | 1147 


Anmerkung: Die Bestimmung von AgCl geschah natürlich nur in 
den Adsorptionsfiltraten. 


Es ist demnach sowohl titrimetrisch als gravimetrisch bewiesen, 
daß Gelatine in NaCl-Lösungen eine Verringerung des Cl-Gehaltes 
hervorruft, und daß die in der Tabelle auf S. 342 angeführten Kon- 
zentrationserhöhungen lediglich auf die in Lösung gegangene Gelatine 
zurückzuführen sind. Folgende parallele gravi- und polarimetrische 
Kontrollversuche beweisen die Richtigkeit dieser Schlußfolgerung : 


Nummer с | с’ (Ag С!) | E 





ERC 
2 9841. 28,02 | 4,05 
з | 2480 | 2445 | — 410 
4 1990 | —^ |——455 
5 | 1428 | 13,97 | — 4,56 
6 | 5,04 | Sa | — 4, 


Anmerkung: Die bei 20° gesättigte Lösung im Versuch 1 ergab keine 
Kristallisation. 

Das Sinken des Cl-Gehaltes der Lösung ist somit nochmals be- 
wiesen, aber nicht als Folge der Wasseraufnahme der Gelatine, sondern 
als Folge ihres partiellen Lösungsvermögens. Es ist also klar, daß 
bei der Quellung der Gelatine in wässerigen Lösungen keine negative 
Adsorption stattfindet, wie wir das, im Einklang mit den Ansichten 
früherer Forscher, erwarteten. Negative Adsorption findet nur als 
Folge der Einsaugung durch poröse Substanzen statt, worüber wir 
in den ersten zwei Mitteilungen berichteten. И 

Die Erscheinungen der Quellung stehen somit in neuem Lichte. 
Weitere Untersuchungen sollen nun das chemische und dynamische 
Wesen dieser Erscheinungen klarlegen, was gewiß von hoher theoretischer 
und praktischer Bedeutung sein wird. 

Zuletzt sei auf ein beachtenswertes Arbeitsdetail hingewiesen: 
wässerige Gelatineauszüge (24 Stunden) geben mit Ag N O, eine Trübung, 
die selbst nach 24 Stunden nicht verschwindet. Die Filtration im 
@oochschen Tiegel ergab keine Gewichtszunahme. Deshalb wurden 
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die obigen NaCl-Lösungen nach der Fällung mit AgNO, 24 Stunden 
stehen gelassen. 


Was nun die Menge der in Lösung gegangenen Gelatine anbetrifft, 
so kann dieselbe polarimetrisch nur annähernd ermittelt werden, und 
zwar weil das Drehungsvermögen der Gelatine durch das aufgelöste 
Salz beeinflußt wird, wie aus den Beispielen folgender Daten hervorgeht: 


3 proz. Lösung von Gelatine bei 15°C . . . .. — 2,92° Drehung 
Dasselbe in Gegenwart 8 proz. NaCl-Lösung . . — 2,67° ss 


Wie bereits erwähnt, wurden obige Versuche mit lufttrockener 
Gelatine ausgeführt und brachten uns zu dem sicheren Ergebnis, daß 
die Quellung nicht auf Kosten des Wassers, sondern auf Kosten der 
ganzen Lösung geschieht, während wir sowie auch die früheren Forscher 
bisher entgegengesetzter Meinung waren. So ist es auch zu erklären, 
daß Karl Ludwig, der bei seinen Versuchen getrocknete Schweinsblasen- 
stücke benutzte, die nahezu gesättigte NaCl-Lösung zum teilweisen 
Auskristallisieren brachte. Wir wiederholten deshalb unsere Versuche 
auch mit getrockneter Gelatine sowie mit Fischleim. Das Trocknen 
geschah im Wasserschranke bis zum konstanten Gewicht. Der Wasser- 
gehalt der genannten Stoffe war folgender: 


1. Lufttrockene Gelatine . . . 16,66% H,O 
2. Lufttrockener Fischleim . . 25,30% H,O 


Aber auch auf diese Weise glückte es uns nicht, eine Kristallisation 
der gesättigten NaCl-Lösung hervorzurufen. 


4. Einwirkung lufttrockener Gelatine auf Lösungen von МН. С]. 


Als uns noch das Wesen der Einwirkung von Gelatine auf wässerige 
Lösungen unbekannt war, hatten wir die Absicht, das erwähnte Phä- 
nomen der Kristallbildung an verschiedenen Stoffen zu untersuchen. 


Die Versuche an einer gesättigten NH,CI-Lösung (3% Gelatine 
vom Gewicht der Lösung) ergaben auch keine Kristallbildung; es 
stellte sich aber hierbei, zum Unterschied von der NaCl-Lösung, die 
merkwürdige Tatsache heraus, daß sämtliche zugesetzte Gelatine 
sofort in Lösung ging. Auch weiterhin zugesetzte 3%, Gelatine gingen 
in Lösung, ohne Kristallbildung hervorzurufen. Auf Zusatz einer 
dritten Gelatineportion erhält man eine hoch viskose Flüssigkeit, die 
sich in das Ostwaldsche Pyknometer nicht hineinbringen läßt. Die 
diesbezüglichen Zahlendaten waren: 


р 15С с 
1. Gesättigte NH,CI-Lösung . . . . 1,0769 26,29 
2. Desgleichen + 3% Gelatine. . . 1,0828 
3. 33 + 6% an a Ru тА 1,0875 


4. №. + 9% , . . . Hoch viskos 
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Daß die eben beschriebenen Beobachtungen einen überaus inter- 
esanten Beitrag zur Theorie des Aussalzens der Proteine geben, versteht 
sich von selbst. 


5. Einwirkung iufttrockener Gelatine auf eine gesättizte 
Lösung ven Ва (1..2? Н 0. 


Merkwürdigerweise verhält sich die Lösung von BaCl,.2 H,O 
ganz wie die des Chlorammoniums: auch hier tritt auf Zusatz von 
3°, Gelatine keine Kristallbildung ein, während die zugesetzte Gelatine- 
menge sofort ın Lösung geht, wobei eine opaleszierende Lösung entsteht. 
Die Konzentrationsveränderung ist aus folgenden Daten ersichtlich: 


D 1PC e 
1. Gesättigte Lösung von BaCl,. 2 H,O 1,2800 30,40 
2. Dasselbe — 3°, Gelatine. ..... 1,2807 — 


Auch diese rein zufällig gewonnenen Daten liefern einen Beitrag 
zur Theorie des Aussalzens. Es kann keinem Zweifel unterliegen, 
daß die bekannte Methode von Siegfried zur Fraktionierung der Trypsin- 
Peptone (Eisenammoniumalaun usw.) namentlich bei der Ausdehnung 
unserer Arbeit auf die Salze der Schwermetalle im Verhalten ihrer 
Lösungen zu Gelatine und andere Proteinstoffe, in neuem Lichte er- 
scheinen wird. 


Literatur. 


1) Zeitschr. f. ration. Med. 6, 1, 1849; zit. nach Art. Müller, Theorie 
d. Koll. 1903, S. 46. — 2) Koll.-Zeitschr. 2, Suppl. II, 5. 3, 1908. — 3) Zit. 
nach Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem. (russ. Aufl.) 2, 665, 1914. — 
4) Ebenda, 8. 664. 
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Beiträge zur Kenntnis der negativen Adsorption. 


IV. Mitteilung. 
Einwirkung von Gelatine auf einige Säuren. 


Von 
М. А. Rakusin und Tatjana Gönke. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Zentralstastlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


In der dritten Mitteilung wurde der Beweis erbracht, daß Gelatine 
in Lösungen von neutralen Salzen keine negative Adsorption hervor- 
ruft. Indessen sahen wir, daß die Gesamtkonzentration bei der Ein- 
wirkung von Gelatine auf Wein. bzw. Citronensäure erhöht wird. 
Es lag also der Gedanke nahe, auch hier den Anteil der Gelatine bzw. 
der Säuren an dem genannten Vorgange festzustellen. 

Die erwähnte Frage ist aber auch vom allgemein chemischen 
Standpunkte aus interessant, denn die Gelatine (auch Hautpulver), 
als amphoterer Proteinstoff, muß a priori eine bedeutende Reaktions- 
fähigkeit aufweisen, und zwar sowohl gegen Säuren, als auch gegen 
Aldehyde und Aldosen, die die NH,-Gruppen in bekannter Weise binden, 
und gegen Ammoniak und Alkalien, mit denen Glutinate entstehen 
müssen. Alle eben besprochenen Annahmen finden ihre volle Bestätigung: 
von den Säuren verbindet sich Gelatine chemisch selbst mit solch 
einer schwachen Säure, wie Tannin (Gerbung, quantitative Tannin- 
bestimmung). Die Einwirkung der Alkalien auf Gelatine untersuchte 
seinerzeit de Bary (1) und neuerdings Rakusin und Braudo (2). Sie 
stellten als erste die Li- und NH,-Glutinate dar und beobachteten 
die merkwürdige, vorläufig unerklärt gebliebene Tatsache, daß das 
Drehungsvermögen der Glutinate mit dem Atomgewicht des Metalls 
zunimmt. — Auf ähnliche Weise sind die von Herzog und Adler (3) 
beobachteten ‚positiven Adsorptionen‘‘ zurückzuführen, die bei der 
Bildung chemischer Verbindungen in allen Fällen, mit Ausnahme der 
des Albumins und der Zuckerarten, entstehen. Die letztgenannten 
Forscher arbeiteten nämlich mit einer Reihe von Säuren, ferner mit 
Phenolen und Schwermetallsalzen, die ja alle gerbend wirken, d. h. 
mit der Hautsubstanz bzw. Gelatine chemische Verbindungen ein- 
gehen, wie das vor kurzem Rakusin (4) an reichhaltigem Versuchs- 
material bewiesen hat. | 
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Im Anschluß an die Beobachtungen von Herzog und Adler sollen 
nun folgende, an einigen Säuren (vor allem durch Titration) gewonnene, 
zahlenmäßige Daten angeführt werden; es sei hierbei bemerkt, daß 
sämtliche ‚‚Adsorptionen‘‘ nach der Aufgußmethode (24 Stunden, 
3%, Gelatine, gewöhnliche Temperatur) ausgeführt wurden. Diese 
Untersuchungen hatten folgende Ergebnisse: 





Nummer Säuren с е Anmerkungen 








A. Anorganisc ische Säuren. а 


1 | Salzsäure ... 1,386 1,341 ' 

2 | Salpetersäure . ` 3,806, 3,728 Die Gelatine ging ganz in Lösung. 
3 Schwefelsäure . 7,737 ‚ 7,630 | Ebenfalls. 

4 _DBorsäure. .. . |" 3,253 3,176 


1 Ameisensäure . ! 4,298 ` 4040 | 


2 | Essigsäure . . . | 3,120 3,026 
„д... 8437 8123 | 
3 Oxalsäure . . . 4,632 , 4,395 | 
р 5% ... 9,203 | 8,849 | 
4 ' Weinsäure . . . 4,088 ° 3,850 | 
| уз ... 8764 8,521 ` 
5 Citronensäure . | 4,860 4,055 | 
к .' 2378 | 2321 ` 


auch pykno- und polarimetrisch verfolgt (в. dritte Mitteilung). Wir 
haben uns überzeugen können, daß die Konzentrationserhöhung lediglich 
durch die in Lösung gegangene Gelatine bedingt wird; in Wirklichkeit 
findet, wie man aus beiden obigen Versuchsreihen ersieht, eine Bindung 
der Säuren statt, offenbar unter Bildung salzartiger Produkte. Man 
erinnere sich nur an das Tannokoll und das Tannat des Leims; letz- 
teres stellte sich bereits Moritz Traube als Niederschlagsmembran dar. 
Mit Alkalien (s. oben) läßt sich Gelatine leicht titrieren; weitere Ver- 
suche sollen nun zeigen, ob das auch bei Säuren der Fall ist. Die Arbeiten 
des Kasaner Biochemikers Panormow (5), der seinerzeit eine ganze 
Reihe von Verbindungen verschiedener Vogelalbumine mit organischen 
und anorganischen Säuren darstellte, sprechen für die Möglichkeit 
einer solchen Titration. | 
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V. Mitteilung. 


Einwirkung von Agar-Agar auf Lösungen von Chlorammonium. 


Von 


M. A. Rakusin, Moskau. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium des Zentralstaatlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


Beim Studium der Quellungserscheinungen in Lösungen von 
Salzen und anderen neutralen Substanzen stellte sich bereits der un- 
sterbliche Hoppe-Seyler!) die Frage, was die quellbare Substanz aus 
der Lösung aufzunehmen vermag: Wasser, das aufgelöste Salz, oder 
die Lösung als solche. Nun überzeugten wir uns aber, daß die ersten 
beiden Annahmen nicht zutreffend sind; die erste, weil bei der Quellung 
keine negative Adsorption stattfindet, und die zweite, weil Elek- 
trolyte nicht adsorbiert werden können (vgl. erste Mitteilung). Wir 
fanden jedoch bei allen beschriebenen Versuchen ein nahezu konstantes 
Sinken der Konzentration, dessen Ursache uns unbekannt blieb. Die 
Feststellung dieser Ursache ist der Hauptzweck der vorliegenden Mit- 
teilung. 

Nach van Bemmelen kann man sich den Quellungsprozeß des 
Agars als eine Wasseraufnahme einerseits und eine Diffusion der Lösung 
andererseits vorstellen, wobei beide Prozesse anfangs mit verschie- 
dener Geschwindigkeit vor sich gehen können. Ist nun A der Wasser- 
gehalt des Agars und wurden während der Zeit Т noch Bg H,O auf- 
genommen (was streng genommen nicht der Fall ist), so ist der gesamte 
Wassergehalt des Аратз. nach Tstündiger Wirkung A + Bg. Bei 
einem ähnlichen System muß im Moment des Gleichgewichts ein 
Konzentrationsausgleich stattfinden, d. h. die im Agar enthaltene 
Wassermenge muß dann in die Lösung der vorherrschenden Kon- 
zentration, die sie umgibt, übergehen. Da aber Agar überschüssiges 


1) Physiol. Chem. 1, 171, 1878 (russ. Aufl.). 
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(А р) Wasser enthält, so muß die Endkonzentration der Lösung etwas 
geringer als die Anfangskonzentration werden. Die Versuchsergebnisse 
(s. unten) beweisen nicht nur das Zutreffen obiger Annahmen, sondern 
sie ergeben вораг, daß die nahezu konstante Konzentrationsverminderung 
der theoretisch berechneten entspricht. 


Die Versuche wurden, wie üblich, nach der Aufgußmethode 
(24 Stunden, 3%, Agar, gewöhnliche Temperatur) ausgeführt, und 
zwar bediente ich mich lufttrockenen Agars, der durch 24stündiges 
Stehen unter Wasser von Chloriden befreit wurde (Probe mit AgNO,). 
Zur Herstellung der NH,Cl-Lösungen wurden annähernde Mengen des 
umkristallisierten Salzes auf einer Tarierwage abgewogen, während 
die genaue Konzentration durch Titration nach Volhard bestimmt 
wurde. In analoger Weise wurde auch die Endkonzentration im ,.Ад- 
sorptionsfiltrat‘‘ ermittelt. Die Probeentnahme vor und nach der 
„Adsorption‘‘ geschah mit ein und derselben, wohl kalibrierten Pipette; 
es wurden zur Titration gleiche Volumina jeder Konzentration be- 
stimmt. Die Bruchzahlen der Untersuchung (s. unten) sind auf die 
Korrektur der Pipetten zurückzuführen. 


Es ist bemerkenswert, daß die Cl-Bestimmung nach Volhard sich 
in den Filtraten der ‚Agaradsorption‘“ nicht in üblicher Weise, auch 
nicht nach Zusatz bedeutender Äthermengen und andauerndem 
Schütteln durchführen läßt. Das in der Regel leicht und besonders 
auf Zusatz von Äther koagulierende AgCl koaguliert im gegebenen 
Falle nicht; offenbar macht sich hier eine Schutzwirkung der Kolloide 
geltend. Die bei einzelnen Titrationen gewonnenen Resultate schwanken 
um 15 bis 20%. Der Endpunkt der Titration läßt sich nur auf die 
Weise feststellen, daß man die Lösung mit HNO, ansäuert, die er- 
forderliche AgNO,-Menge zugibt und die Lösung bis zum Sieden 
erwärmt. Nur unter diesen Bedingungen koaguliert das AgCl, so daß 
die Lösung ganz klar erscheint und die durch einen Tropfen über- 
schüssigen Rhodanids hervorgerufene Färbung deutlich sichtbar wird. 
Zum Schaffen gleicher Bedingungen wurden die ursprünglichen Lösungen 
in der eben beschriebenen Art titriert. Ferner wurde durch Kontroll- 
versuche festgestellt (bei с = 1 und 3%), daß man bei der Titration 
des NH,Cl in üblicher und eben beschriebener Weise gleiche Resultate 
erzielt. 


In beistehender Tabelle sind die Versuchsdaten zusammengefaßt: 




















Ме | У Ag | éi | КАБ | dg | dg | сі с? 











Í 9,91 10,066 25 0,065 96 0,065 88 0,000032 0,000 041 | 0,44% | 0,5592 
2. 3| 496 010066 010000 0,100 10 0,000 130' 0'000 110 0,66, | 0.55 

3 5 496 016035 0.15930 0.15990 0,000 210 0,55 

4 10! 198 '0.13270 013210 0.132.00 0,000 300 0,55 
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In der Tabelle bedeuten die Bezeichnungen: c die Anfangskonzen- 
tration, H das Volumen der Lösung, in dem die Bestimmung erfolgte!) (cem), 
А den ursprünglichen, х den gefundenen, kA den berechneten Cl Gebalt 
der Lösung, k den Überführungskoeffizienten, d die berechnete, d’ die 
gefundene Chlorgehaltsdifferenz, СЇ den gefundenen, СІ’ den berechneten 
C1-Verlust in Prozenten. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, haben wir es auch im gegebenen 
Falle mit einer nurin geringen Grenzen schwankenden Konzentrations- 
verminderung zu tun. Um nun die Ursache dieser merkwürdigen 
Erscheinung zu ergründen, wurde die theoretisch mögliche Konzen- 
trationsverminderung berechnet, die lediglich durch das Eindringen des 
im Agar enthaltenden Wassers in die Lösung hervorgerufen werden 
kann. Die Berechnung geschah folgendermaßen: der Wassergehalt 
des Agars wurde mit 18,96% festgestellt. Mithin kommen auf die 
in Arbeit genommenen 0,6g Agar (s. oben) 0,1138g H,O oder, bei 
der Versuchstemperatur 13° С, 0,11 ccm (v). Das ursprüngliche Volumen 
der Lösung (20 ccm) ist nach Korrektur der Pipette 19,82 ccm (V). 

Nehmen wir nun an, daß der Agar außer der erwähnten Ver- 
dünnung keine anderen Volumveränderungen hervorgerufen hat, so 
bleibt die relative Konzentrationsänderung in allen Fällen dieselbe. 
Bezeichnen wir somit die Anfangskonzentration mit A, so haben wir. 
für die Endkonzentration: 


А = ЕА,, 
wonach 
H 
в. 
ist. In den Versuchsbedingungen ist: 
19,82 А 
k = 19,82 + 0,11 = 0,9945. 


Die Abnahme der Chlorkonzentration ist: 
А, — kå, = А, (1 — k). 


Der Chlorgewichtsverlust in Prozenten wird berechnet nach der 
Formel: | 
x = 100 (1 — k) іп %, 


woraus wir nach Substitution des Wertes für E erhalten: 
х = 0,55%. 
Wir sehen, wie der theoretisch berechnete Wert allen von uns 


gefundenen Zahlen nahe kommt. Es ist also klar, daß die bei der Ein- 


1) Wegen Mangels an AgNO, konnten nicht immer die gleichen 
Flüssigkeitsvolumina in Arbeit genommen werden. 
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wirkung von Agar (Gelatine usw.) auf Lösungen von neutralen Sub- 
stanzen hervorgerufene Konzentrationsverminderung lediglich auf den 
Wassergehalt des Agars zurückzuführen ist. 

Zuletzt sei bemerkt, daß hier auch, wie bei der Gelatine, ein Teil 
des Agars in Lösung geht, aber die betreffende Agarmenge kommt 
hier nicht in Betracht, da wir in dieser Arbeit nicht die Gesamt- 
konzentration vor und nach der ‚Adsorption‘ bestimmten, sondern 
nur den Chlorgehalt. 

Herrn Alexander Grünberg, Assistent an unserem Institut, sowie 
an der Universität St. Petersburg, sei auch an dieser Stelle mein herz- 
lichster Dank für seine wertvolle Mitarbeit ausgesprochen. 


Beiträge zur Kenntnis der negativen Adsorption. 


VI. Mitteilung. 
Einwirkung von Gelatine auf wässerige Lösungen von Äthylalkohol. 


Von 


М. А. Rakusin und Tatjana Gönke. 


(Aus dem physiologisch - chemischen Laboratorium des Zentralstaatlichen 
wissenschaftlich-technischen Instituts zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 


In wesentlichsten Zügen glauben wir das Problem der negativen 
Adsorption erschöpft zu haben. Wir können nun die hierzu gehörenden 
Erscheinungen einteilen: in wahre negative Adsorptionen, wie sie in 
wässerigen Lösungen durch poröse Substanzen hervorgerufen werden 
(Einsaugung), und vermeintliche, die durch Gelatine, Agar-Agar usw. 
(Quellung) entstehen. 

Wenn wir nun die Frage hier noch einmal berühren, so geschieht 
das nur in der Absicht, eine einer interessanten Beobachtung von 
Karl Ludwig!) zugrunde liegende Idee zu entwickeln. Dieser hoch- 
verdiente Forscher hat nämlich bemerkt, daß trockene Stückchen 
Schweinsblase usw. in verdünnten Alkohollösungen Konzentrations- 
erhöhungen hervorrufen, wie das von ihm auch an Kochsalzlösungen 
beobachtet wurde; letztere kann man an der Nähe der Sättigungs- 
grenze sogar zum partiellen Auskristallisieren bringen. Man sieht, 
welch interessante Perspektiven die Arbeit mit Alkohollösungen ver- 
spricht, besonders, wenn man an hochkonzentrierte Lösungen denkt; 
man kommt zur paradoxen Idee der Darstellung absoluten Alkohols 
durch bloße Einwirkung von trockener Gelatine auf hochgradigen 
Alkohol. 

Nicht minder interessant erscheint aber diese Frage auch von 
einem anderen Standpunkte aus: Friedrich Knapp?) hat seinerzeit 


1) Zeitschr. f. ration. Med. 6, 1, 1849; zit. nach Arthur Müller, Theorie 
der Kolloide 8. 46. Wien 1903. 
2) Dingl. pol. Journ. 149, 305, 1858. 
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bemerkt, daß man der wasserhaltigen Blöße durch Behandlung mit 
Alkohol steigender Konzentration das Quellungswasser entziehen kann, 
um so die Blöße scheinbar in Leder zu verwandeln. 

Zur Fortsetzung der Arbeiten der genannten Forscher führten 
wir nach üblichem Schema (Aufgußmethode 24 Stunden, 3%, Gelatine, 
15°C) folgende Versuche aus: 














= = SS — — ST 
У e 
ve т» "NI TS 28| Drehung 
vor Adsorption И nach Adsorption Е | Е 
A. Getrocknete Gelatine. 
1 0,806 94 0,804 6 0,806 94 0,8046 0° 
2 0,816 84 0,814 46 0,816 84 0,814 46 о 
3 0,821 45 0,819 05 0,821 45 0,819 05 о 
4 0,844 87 0,849 46 0,844 87 0,8492 46 о 
5 0,860 4 0,857 88 0,860 4 0,857 88 о 
6 0,874 8 0,872 24 0,874 8 087224 > о 
7 0,881 8 0,879 2 0,8818 0,879 2 — 0,03% 
8 0,915 6 0,912 96 0,915 6 0,912 96 — 0,05 
9 0,930 95 0,928 22 0,931 54 0,9288 — 0,13 
10 0,955 3 09525 0895605 0,953 26 — 0,15 
11 0,9702 0,96736 0,9715 0,968 84 — 0,22 
В. Lufttrockene Gelatine (18,19% H,O). 
12 0,807 1 0,805 3 0,808 22 : 0,806 44 de 


Bei den obigen Versuchen wurde D mit dem Pyknometer von Regnauli 
und die Drehung mit dem Landoltschen Polarisationsapparat ermittelt. 

Aus den vorliegenden Daten ersieht man vor allem, daß getrocknete 
Gelatine auf Alkohollösungen, die stärker als etwa 40% sind, überhaupt 
nicht wirkt, wie das nach den wasserentziehenden Eigenschaften des 
Alkohols auch zu erwarten war. Die Wirkung beginnt erst unterhalb 
der erwähnten Alkoholgrenze, und man kann sich in den letzten 
drei Versuchen sowohl pyknometrisch, polarimetrisch, als auch gravi- 
metrisch durch Verdampfen der Filtrate auf einem Uhrglase davon 
überzeugen. In den übrigen acht Versuchen treten nicht die geringsten 
Veränderungen der Gelatine auf. Erst beim Versuch 9 ist eine geringe 
Quellung zu bemerken, die dann mit der Verdünnung zunimmt. Außer 
einer geringen Löslichkeit der Gelatine (Drehung, Steigen des spezifischen 
Gewichtes usw.) ist hier, wie bei den Salzlösungen, auffallend, daß 
die Quellung auf Kosten der ganzen Alkohollösung (nicht von H,O) 
geschieht, wovon man sich folgenderweise überzeugt:, Trocknet man 
die Gelatineblättchen nach 24stündiger Einwirkung des Alkohols 
zwischen Filterpapier, so weisen sie einen deutlichen Alkoholgeruch 
und Geschmack auf. 

Somit ruft Gelatine auch in Alkohollösungen keine negative Ad- 
sorption hervor; es glückte uns auch in diesem Falle nicht, die Beob- 
achtungen von Karl Ludwig zu bestätigen. 


| 
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Nicht minder lehrreich ist der Versuch 12 mit lufttrockener Gelatine. 
Hier tritt selbst bei hoher Konzentration der Alkohollösung eine Ver- 
dünnung derselben (Zunahme von D) ein, und zwar ohne die Gelatine 
zu lösen, was nach den bisherigen Versuchen nur in verdünnten Lösungen 
geschehen kann. Der Wasserverlust der Gelatine (Pseudogerbung) 
ist hier leicht zu bemerken, denn nach Abgießen des Alkohols erscheinen, 
die Gelatineblättchen matt und trocken. Zuletzt sei bemerkt, daß 
auch die gravimetrische Prüfung des Filtrats Nr. 12 auf den Gelatine- 
gehalt (72stündige Wirkung) mit der polarimetrischen ein überein- 
stimmendes Resultat ergab. 


23 * 


Beitrag zur Frage der Ionenverteilung im Blutserum. 
Von 
Р. Rona und H. Petow. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
und der ersten medizinischen Klinik, Charite, Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Februar 1923.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


Der physikalisch-chemische Zustand der Salze im Blutserum ist 
schon mehrfach Gegenstand der Forschung gewesen. Daß ein namhafter 
Teil des Serumkalks nicht diffusibel ist, ist seit langem bekannt; 
eine Tatsache, die man durch die Annahme einer Ca-Eiweißverbindung 
zu erklären versuchte. Auch Na’ muß zum Teil an Eiweiß gebunden 
sein, denn durch Säuren werden etwa 15 bis 25%, der gesamten Na- 
Menge frei gemacht. 

Die Anionen СГ, НСО; und H,PO, bzw. HPO, sind vollkommen 
diffusibel. Für das Cl’ ergaben Diffusionsversuche, daß bei einer A, 
die kleiner ist als der isoelektrische Punkt der Eiweißkörper des Serums, 
stete weniger СГ im Serum ist als im Dialysat desselben, während 
umgekehrt bei einer A, die größer als der isoelektrische Punkt ist, im 
Dialysat mehr als im Serum gefunden wird. 

Folgende Tabelle ist früheren Versuchen (1) entnommen. 


Tabelle I. 
Ри | СР im Serum i cr im Dialysat | Вы 
Е "e % | 

715 0,1340 | 0,1524 — 0,0184 
6,90 0,1453 | 0,1581 — 0.0128 
6,10 0,1492 0,150 | — 0,0078 
5,20 0,1475 ' 0,1560 | — 0,0085 
4,70 0,156 ; 01475 | +0,0121 
4,20 0,1553 0,1275 0,0278 
3,50 0,1500 | 0,1269 | + 0,0231 


In der Gegend des isoelektrischen Punktes der Serumeiweißkörper. 
der bei рн = 5 liegt, kehrt sich das Verhältnis um. 
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Die Tatsache, daß bei der Reaktion des genuinen Serums Kat- 
ionen im Serum festgehalten, Anionen aber verdrängt werden, daß 
andererseits bei saurer Reaktion Kationen freigemacht, Anionen 
gebunden werden, entspricht völlig den durch die Donnansche Theorie 
beschriebenen Diffusionsgleichgewichten bei Gegenwart eines nicht 
diffusiblen Ions, das in diesem Falle durch die Eiweißkörper des Serums 
dargestellt wird. 


Befindet sich nämlich auf der einen Seite einer Membran ein nicht 
diffusibles Anion (а) und außerdem etwa die Ionen Ха, und С}, auf der 
anderen Seite nur Ма», und Cl; (wo die Indizes 1 und 2 innerhalb bzw. 
außerhalb der Meınbran bezeichnen sollen), so müssen folgende Beziehungen 
bestehen: 


Na, u Wire re роз 2) 


Da die Lösung auf beiden Seiten elektroneutral sein muß, kann 
Cl, nicht gleich Cl, und Na, nicht gleich Na, sein. Es bildet sich vielmehr 
ein Gleichgewicht aus, das einerseits von dem Bestreben beider diffusibler 
Ionen anf beiden Seiten der Membran gleiche Konzentrationen zu erreichen, 
andererseits von den durch das nicht diffusible Ion bedingten elektro- 
statischen Kräften beeinflußt wird. 


Es besteht die Beziehung: 


dA -ön RTIn < + dn DEE - 0 
1 
Na, СІ, Na, _ Ма, 
eck Ма, СІ, SC Ха, Na,—a 
Na, (Ма, — а) = Ха*........... 2) 
Für ein zweiwertiges Топ 2. В. Са gilt: 
n ЕТ, С, ` 
SA -~ дп "o ER RT ČI, 0 
d.h Са, _ а, одег Са о 
Уса, OC Са, СЇ? 
а + Cl, -- 1/, Са, | ОРОВ 1а) 
Chae Са созд Е A 2а) 
also 
1 2 
a, Eer und Ca, (Са, — 2а)? - Ca? .... Зө) 


Са, — (1/, Са, — a)? 
Aus der Gleichung 3 und За kann man sich ein Bild von der das Ionen- 
gleichgewicht beeinflussenden kolloidalen Äquivalente machen, wenn 
man die Gleichung nach a auflöst: 
En, Di, 2 Ca 3 — lCa з 
а -- Ха Ех Na, unda - 1 Са 1Са,3 
Na, 2 Са, 
Die Bedeutung des Donnangleichgewichtes für die Eiweißchemie 
und die Physiologie überhaupt ist namentlich durch die grundlegenden 
Untersuchungen von J. Loeb (4) dargelegt worden. 
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Bei unseren Untersuchungen, die Beiträge zur Ionenverteilung im 
Serum im Anschluß an die früher erwähnten Chlorversuche liefern 
sollen, war die Methode die folgende: In kleine Dialysierhülsen von 
Schleicher und Schüll wurden 5 bis 7 ccm Serum gefüllt, das durch 
Zugabe von wechselnden Mengen HCl oder NaOH auf verschiedene 
elektrometrisch gemessene h gebracht war. Diese Hülsen wurden in 
schmale Bechergläser gestellt, die eine abgemessene Menge physio- 
logischer NaCl-Lösung enthielten (15 bis 17 cem). Nach 24 bis 
48 Stunden wurde das Serum und das Dialysat auf Na, K, Ca unter- 
sucht. Als Analysenmethoden dienten uns die von Kramer und Tisdall 
angegebenen Mikromethoden (2). Es ist zweckmäßig, die Dialysierhülsen 
längere Zeit vor dem Versuche zu wässern, da sie meist nicht unbeträcht- 
liche Mengen Ca enthalten. 





Tabelle II. 
| ' mg Na in 2 ccm 
Nr. Protokoll-Nr. - PH RIFF "$ 22 Bemerkung 
Serum | Dialysat - 
1 VILI ` 4,51 6,21 7,22 innen ~; außen 
2 VIII. І 485 | 6,81 7,25 „ыо Ee 
3 V.I 502 — 6,42 7,86 e о ы 
A VLI 5,26 6,26 7,25 р. =. 
5 IX.I 5,53 6,11 716 A „ ы. 
6 VII 6,45 648 | 7,36 e ` Aë a 
7 VIIL I 6,51 6,52 | 7,02 S ыу a 
8 a. II 6,54 | 6,62 7,10 п аи 
9 b. II 6,58 6,56 7,06 TE СЫ 
10 TX. II. 7,09 6,01 6,99 er, 
11 I. 1. etwa 7,5 5,49 5,69 e г: e 
E I. П. 7,5 619. 5,83 Ё Ў 
13 Г. ІУ. 7,5 5,68 | 5,47 б „у сз „ 
14 II. IL ' 7,5 5,78 5,78 > W Е 
15 IL IV. 7,5 5,36 5,45 н п 
6 Ш.п. 7,5 569 ‹ 554 б = ог 
17 Ш. ПІ. ew 75 5,83 020566898 ee o 
18 Ш. IN. 7,5 5,47 | 557 =. 
19 І. П. 7,5 5,68 | 5,47 о o, 
20 ТУ. Ш. 7,5 5,83 5,94 о 
21 УРП. 7,94 675 6,96 i | 
22 VIL 2. 7,96 6,95 7,31 р e 
23 МІ. 3. 7,99 — 6,71 6,76 р н 
94 ІХ. 3. 8,01 652. 638 | | 
95 У, A 8,15 6.96 7,10 $ . 
26 VII. 3. 8,18 6,10 5,96 р 
27 VII. 3. 9,18 6,10 5,92 б й 
28 ІХ. 4. 9.44 6,76 1 6,47 н S 
29 МІ. 3. 9,59 ` 6,73 | 6,84 сє ы 
20 УП. 3. 9,97 ` 7,37 | 7,02 З 


Zusammenfassend kann man sagen, daß bei neutraler und leicht 
alkalischer Reaktion Ма’ innen und außen gleich konzentriert ist, 
daß aber bei saurer Reaktion mehr Na in das Dialysat gedrängt wird. 

Grundsätzlich andere Verhältnisse fanden wir beim K. 





| 
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Tabelle III. 
































SES DE rer DR 
Nr. : Protokoller, PH a nn Bemerkung 
j | | Serum | Dialysat | 
Kee m, are Er N EEE DA ee SE А Е лее dee un En PREISER Ze 
1 2, Am | 012 0,09 ||8егит ~ Dialysat 
2 а, 479 1 оп 00% |, >, 
3. а; 482 | 010, 0,08, | a "ës Ge 
4 4, 482 | om, Om, 
5 з | An | o | ов |; >” 
6 1, 500 | оп > 0,08. 0, > o, 
7. а, 501 a 0,095 0 ~, 
8, VI, 501 | Mie 00, с м2 
9 = b; 5,06 Т 0,10, | 0,09, | с > 7 
10. 12, 510 | оо 00%  „ ~. 
11 10, 5,12 од | оп, | „ > o, 
12 с, | 514 " 010, ооо I о 
13° 9, | 51T 00% | 0,08, to >o 
оо а шо о me ош сс: 
5 | 2 ’ (be? | „е4 ° з d 
16, 12, 6,85 | 0,09, 0,08, | e! ` SES ыш 
17 | Ь, 6,90 0090 | | > - 
18 | а, 109 |l 0,08, | 009 Te, 
19 { 1, 7,36 | 0,11, 0,08, | n > “ 
20 i Ca 7,42 | 0,08, 0, è | | “ E SS 
2l; а, 7,61 | 007 | 008, Кз | 
22 | Ti | 7,81 | 0 07 0,08, | n NS S 
23 | 10, 791 041% оз” -.” 
д4 ' 6 | 11 ` 0,09, 0.09, ош о 
951. e | 7,98 1 0,07, | 0,09, Е ЖЕ 
по к журюш шс с: 
—4 | | ‚ | ’ ) r ~. D 
28 12 | 809 | 0,08, | 008 ' 7 с ` 
29, сз | 811 | 0,06, 007%, 1, < a 
% П, 813 | 012 Li ue т 
31, ІУ, 814. 0,08, оом, 
32! ІХ, 819 | ооо 005 =, — 7 
33 | У, | 8,25 | | 0,08, 0,10, | ” < ~“ 
34: VI, | 8,25 | 0,06, Oé, о 
35 ХП, 8,26 | 0,09, 0,10, eg ч м 
36, УШ, | 837 00 г 00 ‚7; ` 
37 II, 845 A ; 0% „ > 00) 
38 | X, 8,47 | 0,12, | GE | r м ” 
39 III 8,54 0,10 ‚1; о. 
40. IX, 81 oo, (| 010, E E 
A УП, 870 | 010, 0,12 0 < 
42 в; 870 | 0,08, | 0,0% с Sr. 
43 | IV, | 871 "0,09, 0,10, | а 
44 II, 8,76 0,12, Ol © 
45 | I | 8 | 012 010 ` 
46. УШ, 887 ‘ om, | 009, O 
47 с, | 892 007, | 009, =- R 
48 а, 901 1 0091. 010, . Г: 
49 а, 9,20 008, , 0,09, — У 
50 b, 9,23 0906, 0,09, М 
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Aus diesen Zahlen ergibt sich, daß bei saurer Reaktion im Serum 
etwas mehr K ist als im Dialysat, während bei alkalischer Reaktion um- 
gekehrt im Dialysat mehr als im Serum gefunden wird. Der Wende- 
punkt liegt etwa bei neutraler Reaktion. Die Differenzen sind nicht 
groß; sie fallen gerade außerhalb der Fehlergrenzen. Die große Zahl 
unserer Analysen verleiht jedoch dem Befund einen großen Grad von 
Wahrscheinlichkeit. 

Daß ein kleiner Teil des K bei saurer Reaktion im Serum eine nicht 
diffusible Verbindung eingeht, ließe sich dadurch erklären, daß man 
eine komplexe Bindung des K mit dem Eiweiß annimmt; eine An- 
nahme, die allerdings nicht erklären würde, warum bei alkalischer 
Reaktion mehr К im Dialysat gefunden wird als im Serum. Man muß 
jedoch berücksichtigen, daß vom Volumen des Serums das immerhin 
ins Gewicht fallende Volumen der Eiweißkörper und eventuell auch 
deren Hydratwasser abzuziehen ist. Wir kämen dann zu der Vor- 
~ stellung, daß bei alkalischer Reaktion das К’ innen und außen gleich 
konzentriert ist, daß aber mit steigender h immer mehr К in komplexer 
Form an das Eiweiß gebunden würde. 


Für die Untersuchung der Bindungsverhältnisse des Ca haben wir 
das Kompensationsverfahren verwendet, indem wir der physiologischen 
Kochsalzlösung, gegen die dialysiert wurde, eine bekannte Menge Са Сі, 
etwa 5 bis 6 mg in 100 ccm, zusetzten, um das Gleichgewicht im Serum 
möglichst wenig zu stören. Außerdem brachten wir diese Lösung in 
die Dialysierhülsen und stellten diese in mit Serum gefüllte Bechergläser. 
Es wurde dadurch erreicht, daß kleinen Änderungen des Ca’-Gehaltes 
im Serum erheblich größere Änderungen im Dialysat entsprachen, 
da die Menge des Serums etwa dreimal so groß war als das Dialysat. 

Verfolgt man die Dialyse des Ca” bei verschiedener h, so findet 
man, daß bei alkalischer Reaktion eine erhebliche Menge desselben 
nicht diffusibel ist, daß aber mit steigender h immer mehr Са frei und 
diffusibel wird. Bei einer А, die etwa dem isoelektrischen Punkt der 
Serumeiweißkörper entspricht (рн = 5), kehrt sich das Verhältnis Ca” 
innen : Ca” außen um, so daß bei saurer Reaktion im Dialysat mehr 
Ca als im Serum zu finden ist, wie folgende Tabellen zeigen. 








Р Du Са im Serum тя | Са im Dialysat mg fk 

ER BE г. SE EE 
0 7,3 8,2 6,5 
< 6,4 8.0 7,5 
7 5.0 7,9 8,2 
E. 3,2 7,0 8,9 
0.9 6,5 10,1 
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Tabelle V. (Abb. 2.) 


























Ри Са im Serum mg '%b 
1,2 | 78 

6,0 7,6 

5,3 7,2 

4,4 | 7,1 

30 | 7,0 

Tabelle VI. 

рн | Ca im Serum mg % 
7,4 | 9,8 

6,2 9,2 

4,9 8,8 

2,9 | 8,4 

Tabelle VII. 

Pu | Ca im Serum mgh | 
1,8 8,7 

7,3 8,6 

6,1 8,4 

5,4 8,2 

44 | 7,7 

1,9 | 7,2 


| Ca im Dialysat mg 05 





50 
| 55 
6.6 
7.0 
76 


(Abb. 3.) 


| Са im Dialysat mg 0 





| 6,6 


| 10,4 
(Abb. 4.) 


‚ Са im Dialysat тр бо 





("a 





Trägt man die Differenzen (Ca innen — Ca außen) in ein Diagramm 


ein, so erhält man obige 


Kurven. 


Das Calcium verhält sich also so, wie die Donnansche Theorie 


es verlangt. 


Aus den oben entwickelten Formeln 3 und За kann man sich ein Bild ` 
von der Menge der Kolloidionen machen, an die das nicht diffundierende 
Ca gebunden ist. Berechnet man mit Hilfe der Formel 3a a aus den 


Daten der Ca-Analysen, so 


erhält man folgende Zahlen für das Kolloidion. 


Die mit — Zeichen versehenen Zahlen entsprechen dem Kolloidkation!). 


Tabelle VIII. 














a pH | 
7,3 1,21 1,2 
6,4 ` 0,37 6,0 
5,0 — 0,78 5,3 
3,2 — 1,53 4,4 
0,9 — 3,05 3,0 














П m 
а Рн Si Зри м 
и ! 
1,9 74 2,18 7,8 | 1,20 
1,47 6,2 | 1,55 7,3 | 0,94 
0,43 49 — 030 6,1 0,59 
0,075 [29 — 1,58 5,4 0,21 
— 0,47 ЗЕ — 4,4 — 1,00 
= = жэ 1,9 — 2,35 


1) Die Zahlen dieser Tabelle sind aus den Daten der Tabellen IV 


bis VII direkt berechnet. 
Äquivalente ändert nichts 


Die leicht auszuführende Umrechnung auf 
an den Zahlenverhältnissen. 
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Das so errechnete a gegen рн іп Diagramme (Abb. 5 bis 8) ein- 
getragen, ergibt Kurven, die an die Dissoziationskurven von Ampho- 
lyten erinnern. Der Schnittpunkt mit der O-Linie liegt stets zwischen 
Du = 4,0 und 6,0. 





Abb. 7. (Tabelle УП, Ш.) Abb. 8. (Tabelle VIII, IV.) 


Die Regelmäßigkeit dieser Kurven läßt darauf schließen, daß die 
Verteilung der Ca-Ionen zu beiden Seiten der Membran eine Funktion 
der h, d. h. aber auch eine Funktion des Dissoziationszustandes der 
Eiweißkörper ist, wie es die Donnansche Theorie verlangt. 

Die Donnansche Theorie verlangt ferner, daß alle salzartig an 
das saure Eiweißion gebundenen Kationen sich nach denselben Ver- 
hältnissen beiderseits der Membran verteilen müssen, und daß dieses 
Verhältnis bei den Anionen umgekehrt gleich sein muß. 

Für das Ca” konnten wir dank der genauen Analysenmethode 
das Donnangleichgewicht gut nachweisen. Beim Na zeigte sich 
wenigstens der Richtung nach, daß etwa 15% salzartig an Eiweiß 
gebunden sein müssen, ein Befund, der aufs beste mit dem von Kramer 
und Tisdall erhobenen übereinstimmt, die etwa 16% aller Kationen 
an Proteine gebunden fanden. Auch die Cl'-Verteilung entspricht 
durchaus der Donnanschen Theorie. Das К’ aber verhält sich an- 
scheinend gerade umgekehrt, wie die Theorie es verlangt. Man muß 
daraus, wie schon erwähnt, mit großer Wahrscheinlichkeit den Schluß 
zichen, daß das K’nicht salzartig an das Eiweiß gebunden ist, sondern 
unter bestimmten Verhältnissen einen Komplex mit dem Eiweißradikal 
bildet. Diese Tatsachen finden cine gewisse Analogie in den Angaben von 
Spiro (3), der zeigen konnte, daß die Löslichkeit von Aminosäuren durch 
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CaCl, wesentlich erhöht, durch KCl aber deutlich vermindert wird, 
und daß der isoelektrische Punkt von Aminosäuren durch Ca und K 
in entgegengesetzter Richtung verschoben wird. 

Es hat danach den Anschein, daß die Proteine unter Bedingungen, 
unter denen sie mehr Ca” binden, weniger К’ aufnehmen und um- 
gekehrt, ein Resultat, das uns für das Verständnis des physiologischen 
Ionenantagonismus von einiger Bedeutung zu sein scheint. 


Zusammenfassung. 

1. СГ, Na’ und Ca” verteilen sich bei der Dialyse von Serum 
bei verschiedener р zu beiden Seiten der Membran entsprechend 
der Theorie von Donnan: | 

2. Besonders beim Ca” lassen sich die Donnangleichgewichte 
feststellen, so daß man daraus auf die Menge des entsprechenden 
Kolloidions schließen kann. 

3. Das К’ verhält sich umgekehrt, wie die Theorie von Donnan 
es verlangt. Dies dürfte darauf hinweisen, daß das К’ nicht salzartig 
an das Eiweißmolekül gebunden ist, sondern unter bestimmten Be- 
dingungen eine komplexe Bindung mit dem Proteinradikal eingeht. 


Literatur. 


1) P. Rona und P. György, diese Zeitschr. 48, 278, 1913. — 2) В. Kramer 
und Tisdall, Journ. of biol. Chem. 58, 241, 1922. — 3) K. Spiro, Schweiz. 
Med. Wochenschr. 51, 457, 1921; vgl. auch Löffler und Spiro, Helv. chim. 
Acta 2, 533, 1919. — 4) J. Loeb, Vgl. die Arbeiten im Journ. of gen. Physiol. 
1918— 1923 und die Monographie: Proteins and the Theory of colloidal 
Behavior. London, Me Graw-Hill, 1922. 


Über das Verhalten 
von Hefefermenten gegen höhere Temperaturen. 


Von 
S. Akamatzu. 


Aus der chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts für experi- 
mentelle Therapie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen ат 8. Februar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Über die Einwirkung der Temperatur auf das Schicksal der Enzyme 
liegen zahlreiche Angaben vor. Die Mehrzahl derselben betrifft das 
wechselnde Verhalten wässeriger Lösungen oder Suspensionen von 
Fermenten bei verschiedenen Wärmegraden. Durch das Studium 
dieser Bedingungen ist man zur Erkenntnis der sogenannten optimalen 
Temperaturen, der Tötungstemperatur sowie zur Einsicht in die starke 
Beeinflussung gelangt, welche die Reaktion des Mediums auf die Tem- 
peraturempfindlichkeit ausübt. Von diesen Verhältnissen soll im 
folgenden jedoch nicht die Rede sein, ebensowenig von der des öfteren 
angegebenen erhöhten Hitzebeständigkeit, die bestimmte Schutz- 
stoffe den Fermenten verleihen sollen, wenn beide gleichzeitig erhitzt 
werden. 

Weniger zahlreich sind die Angaben über das Verhalten trockener 
Fermentpräparate gegenüber gesteigerter Temperatur. Salkou'skil) hat 
dargetan, daß trockener Pankreassaft Erwärmung über 1000 verträgt, 
und für das Lab fanden Arrhenius und Madsen?) ähnliche Verhältnisse. 
Auch für die Invertase hat Salkowski (l. с.) analoges beobachtet. Für 
Emulsin hat @. Tammann?) gezeigt, daß es in festem Zustande einer 
Temperatur von 100° ausgesetzt werden kann und dabei einen erheb- 
lichen Teil seiner ursprünglichen Wirksamkeit beibehält. 

Diese Angaben beziehen sich auf hydrolysierende Fermente, auf 
solche, die Säureamid- oder Ätherbindungen lösen. Für ein Ester 


1) Е. Salkowski, Virch. Arch. 70, 158, 1877; 87, 552, 1880. 
2) Siehe Hammarsten-Festschrift 1906. 
"IG Tammann, Zeitschr. f. physik. Chemie 18, 1895. 
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spaltendes Enzym, nämlich für die Butyrase der Castorölbohnen, 
konnte nur eine verhältnismäßig geringe Beständigkeit gegen höhere 
"Temperaturen festgestellt werden, indem Falk und Sugiura!) еше 
sehr weitgehende Zerstörung durch Erwärmen auf 100° konstatierten. 

Веі dem abweichenden Charakter der Gärungsfermente, die Kohlen- 
stoffketten sprengen, war es von Interesse, das Schicksal dieser Enzyme 
bei höherer Temperatur zu verfolgen. Auch hier sollen nur die Ver- 
hältnisse bei Anwendung von Fermenten in trockenem Zustande berück- 
sichtigt werden. Buchner und Hahn?) hat angegeben, daß Hefepreßsaft 
nach längerer Aufbewahrung im Wärmeschrank bei 220 sowie nach drei- 
wöchiger Trocknung im Vakuum über Phosphorpentoxyd und an- 
schließender sofortiger Einschmelzung in Glasröhren, die zum Teil 
evakuiert waren, bis auf 85° erwärmt werden kann, ohne wesentlich 
an Gärkraft zu verlieren. Ein Erwärmen auf 97° vernichtete die Gär- 
kraft nicht vollständig. Die durch Alkohol-Ätherfällung in Hefepreß- 
saft erzeugten Niederschläge wurden durch Erwärmen auf 105 bis 110° 
stark in ihrer Gärkraft geschädigt, während aus vorher im Vakuum 
getrockneter und dann in einer Wasserstoffatmosphäre bis auf 1100 
erhitzter Hefe ein Preßsaft erhalten wurde, der etwa noch !/, der 
Wirksamkeit des Preßsaftes aus frischer Hefe aufwies. р 

Meine eigenen Versuche betreffen das Verhalten der Zymase und 
Carboxylase, und zwar ging ich, um ein gleichbleibendes und steriles 
Material zu benutzen, von Acetondauerhefe aus, die in normaler Weise 
bereitet worden war. Dieses Hefepräparat wurde sodann in luft- 
trockenem Zustande, also ohne besondere sorgfältige vorherige Ent- 
wässerung, in Toluol bzw. in Xylol und Mesitylen eingetragen und 
im Ölbade derartig erhitzt, daß die genannten Kohlenwasserstoffe in 
lebhaftem Sieden sich befanden. Es kamen also Temperaturen von 
111°, 136 bis 1400 sowie 160 bis 164° zur Anwendung. 


Verhalten der Hefe nach Behandlung mit siedendem Benzol. 


Die Einzelheiten gehen aus den nachfolgenden Übersichten hervor. 

5g Acetondauerhefe wurden іп 20 ccm Toluol vom Siedepunkte 
111° suspendiert und damit И Stunde am Rückflußkühler im Ölbade 
erhitzt, das selbst eine Temperatur von 120° besaß. Das Hefematerial 
wurde dann auf einer Nutsche abgesaugt und anhaftendes Toluol 
durch zweimaliges Waschen mit absolutem Äther verdrängt. Die 
Ätherreste selbst ließ ich an der Luft verdunsten. 

Die so behandelte Hefe zeigte noch deutliche Gärwirkung auf 
Rohrzucker. 2g des Präparates entwickelten in 20 proz. Rohrzucker- 


1) К. С. Falk und К. Sugiura, Journ. Americ. Chem. Soc. 87, 217, 1915. 
2) Е. und Н. Buchner sowie М. Hahn, Zymasegärung, S. 138. 
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lösung in 6 Stunden 2 сст und in 20 Stunden 8cem CO, bei einer 
Temperatur von 370. An einer Probe überzeugte ich mich, daß schon 
nach einer Stunde starke Invertinwirkung eingetreten war. 

Gegen freie Brenztraubensäure, die nach älteren Erfahrungen!) 
auch mit frischen Hefen manchmal nicht in Gärung gerät, zeigte sich 
das Präparat als wirkungslos. Puffert man aber die Brenztrauben- 
säure zuvor mit sekundärem Kaliumphosphat, so tritt carboxylatische 
Spaltung ein. Die Verhältnisse ergeben sich aus folgenden Daten. 
= a) 20 eem ш/О Brenztraubensäure + 2g Нее innerhalb 
24 Stunden: 0 ccm. | 

b) 1 ccm m-Brenztraubensäure, 1 ccm m-K,HPO, 18ccm H,O 
+ 2 g erhitzter Hefe nach 11, Stunden № ccm СО,, nach 48 Stunden: 
8 cem СО,. | 

с) 1 ccm m-Brenztraubensäure, 2 ccm т-К,НРО,, 17 ccm Wasser 
und 2g Hefe nach 4 Stunden: З сет. 

Dehnt man die Erhitzung der Acetondauerhefe auf 1 Stunde aus, 
so kann sie eine Wirkung auf Rohrzucker gleichfalls noch entfalten. 
2g der so behandelten Hefe entwickelten mit 20 ccm 20 proz. Rohr- 
zuckerlösung innerhalb 48 Stunden 7 ccm CO,. 


Verhalten der Hefe nach Behandlung mit siedendem Xylol. 


5g Acetondauerhefe werden in 20ccm Xylol (Siedepunkt 136 
bis 140°) suspendiert und 15 Minuten im Ölbade gekocht. 

а) 20 ccm 20 proz. Rohrzuckerlösung + 2g Xylolhefe lieferten 
іп 20 Stunden: 4 ccm CO,. 

b) 2ccm m-Brenztraubensäure + 4 eem m-K,HPO, und 14 ccm 
Wasser sowie 2р Toluolhefe ergaben in 5 Stunden 1 ccm und in 
20 Stunden 4 сст СО.. 

Die Temperatur war in den Versuchen a) und b) 37°. 

Ausdehnung der Xylolerhitzung auf 30 Minuten vernichtete so- 
wohl den Zymase- als den Carboxylaseeffekt, während Invertase in 
der so behandelten Hefe deutlich in wirksamer Form enthalten war. 
Selbst bei zweistündigem Kochen in Xylol blieb Invertase übrig. In 
Toluol oder Xylol erhitzte Hefe selbst gab bei Digestion mit Wasser 
auch beim Stehen im Brutschrank keine reduzierende Substanz ab. 
Bei der nachträglichen Aufschwemmung in Wasser wurde ein Anti- 
septikum, Toluol, zugesetzt, so daß die Spaltungen sicher fermentativer 
Art sind und nicht auf irgend welche Infektionen zurückgeführt werden 
können. 


1) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 132, 1913; C. Neuberg. 
ebendaselbst 71, 26, 1915. 
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Noch höhere Temperaturen wurden durch Verwendung des Mesi- 
tylens erreicht, das einen Siedepunkt von 160 bis 164° aufweist. Gärung 
trat nicht mehr ein, dagegen wurde auch mit dem 30 Minuten lang auf 
den Siedepunkt des Mesitylens erhitzten Präparat Rohrzucker noch 
hydrolysiert. Die mitgeteilten Daten lehren, daß die Acetondauerhefe 
ihre Gärwirkung um so mehr verliert, je länger die Erhitzungszeit 
ist und je höher die Erhitzungstemperatur liegt. 

Da möglicherweise die Schädigung der Fermentwirkung durch 
den Verlust wichtiger Ergänzungsstoffe bedingt sein konnte, die von 
den siedenden organischen Lösungsmitteln ausgezogen werden, so 
habe ich noch folgende Versuche angestellt: 

10 g Acetondauerhefe wurden wie oben mit 40 ccm Toluol 1, Stunde 
lang in der Siedehitze behandelt, auf der Nutsche abgesaugt und 
zweimal mit Äther ausgewaschen. Toluol und Äther wurden zusammen 
im Vakuum abgedampft bei Temperaturen von nicht über 50°. Es blieb 
etwa 0,1 ccm einer hellgelben Flüssigkeit zurück. Sie wurde in 
15 ccm 20 proz. Rohrzuckerlösung gelöst bzw. suspendiert. 10 сет 
des Gemisches wurden sodann mit 2g der mit Toluol ausgekochten 
Acetonhefe versetzt. Im Vergleich zu dem zuvor mitgeteilten Versuch 
ergab sich, daß die Schädigung, die durch das Erhitzen eintritt, nicht 
oder nicht in nennenswertem Grade auf der Entfernung von 
Ergänzungsstoffen (Koferment oder dergleichen) beruht. 
| Ich lasse nun die Beschreibung einiger quantitativ durchgeführten 
Versuche über die Einwirkung mit Toluol erhitzter Acetondauerhefe 
auf Zucker bzw. Brenztraubensäure folgen. Zum Vergleich ist immer 
die von nicht erhitzter Hefe bewirkte Kohlendioxydentwicklung an- 
geführt. | 

Tabelle I. 
10 ccm 20proz. Rohrzuckerlösung, lg Trockenhefe, Zimmertemperatur 
(zwischen 20 bis 22°). 


























| Mit in Toluol Mit unerhitzter | Mit in Toluol | Mit unerhitzter 
А erbi f 
zen | "E 2 Te а Ire | "Si 
| ccm | ccm ccm | ccm 
m, z | — 
Ia 0l o 72h15' | 30,9 — 
30 | 0,1 ` 0,1 72 30 — 141,4 
45 | 0,1 0,2 72 45 i 31,2 — 
lb | 0,1 1,6 18 — 141,8 
1 15 | 0,1 2,6 7315 | 31,7 142,0 
130 | 0,1 3,7 73 30 | 31,9 142,1 
1 45 0,1 — 73 45 " 32,1 142,2 
2 — 6,0 74 | 323 142.4 
2 15 0,2 72 74 15 | 32,5 == 
2 30 0,2 | 78 74 30 E 142,5 
2 45 0,3 74 45 32,8 142,7 
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Tabelle I. (Fortsetzung). 

















Mit in Toluol : | Mit in Toluol . А 
А Mit unerhitzter А Mit unerhitzter 
. Zeit | SAS, es Нее Zeit | E Hefe 
сет ccm ' сет ccm 
aus: | 06 ' es 75815, 33 
з 30 | seg 12.4 75 45 SS " 143.0 
3 45 ` 1.0 | 13,8 76 | 33,7 143.2 
4 | 1,2 14,7 76 15 | 34,1 | — 
4 15 1,4 | 15,8 76 30 „ — ' 143,5 
4 30 1,7 | 17,0 76 45 34,5 | — 
4 45 . 2.0 | 18,4 77 | = | 143,6 
5 2,3 ва 77 15 34,7 143,8 
sie — | 906 7730 | 350 143.8 
5 30 2,7 21,8 77 45 35,2 144,0 
5 45 | 2,8 | 22,8 78 Ä 35,4 142 
6 3,0 | SS 78 15 | 35,6 | 144,2 
24 | 13,7 | 93,3 78 30 35,9 144,2 
24 15 13,8 | 94.0 78 45 | 360 _ = 
24 30 | 14,0 | 94,8 96 | 462 : 1452 
24 45 ! 14,1 | — 96 15 | 46,6 (unterbrochen) 
25 | = | 96,8 97 | 47,4 
2515 144 97,5 98 48,2 
25 30 | 14,5 | 98,2 99 | 48,8 | 
25 45 14,7 | 99,1 100 | 49,2 
26 | 14,8 99,8 101 | 49,7 
26 15 | 15 100,4 102 50,5 | 
26 30 | 15,2 101,0 120 | 60,2 | 
26 45 15,3 101,7 121 | 61,4 
27 15,5 112,6 122 | 62,2 | 
27 15 15,6 113,3 123 ? 62,8 
27 30 | 15,8 ка 124 63,8 Ä 
27 45 " = 114,9 125 | 64,4 
28 | 16,2 105,8 126 | 654 | 
28 15 16,4 = 144 764 | 
28 30 | — 107,4 145 | 77,2 
28 45 | 16,6 108,0 146 77,4 
29 | 16,9 168,8 192 90 | 
29 1 17,1 Ма 193 905 — 
Se 110,3 194 90,8 
29 45 | 17,3 110,8 195 | 91,0 
30 | 17,6 = 216 ` 93,6 
72 | 30,6 | 1410 217 940 
222 | 94.6 | 312 103,8 | 
240 | 960 | 336 1 1045 ` 
288 wun | = A 
, | 


Man sieht, daß in 78 Stunden die Gärung mit unerhitzter Hefe 
ihr Ende erreicht hat. Zur selben Zeit waren in der mit Toluol be- 
handelten Hefe ziemlich genau И, der Kohlensäuremenge in Freiheit 
gesetzt. Allein die Gärwirkung des erhitzten Präparates hielt länger 
an und wurde erst nach 336 Stunden konstant. Die schließlich ent- 
wickelten Kohlendioxydmengen stehen dann im Verhältnis von 
144,2:104,8, d.h. die Einbuße an Gärkraft betrug nur rund 35%. 
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Tabelle II. 
1 ccm m-CH,.CO.CO,H, 2ccm m-K,HPO, 7 cem Wasser, 18 Hefe. 

















Mit in Toluol Mit in í Toluol | 



















: Mi bit 
Zee, | И НЕЕ A eetomsDanerbefe Eau Hefe ia ion андо 
“|4 ccn CO _ cem CO; _ com С Оз 
15' о | 0,1 e | 44 20,0 
30 0,1 | Se 6 15' | 4,5 SS 
45 sa | 1,2 6 30 | 4,6 = 
lb 0,8 21 o | 96 | 26.0 
1 15 | Lë 3,3 23 15 — 26,1 
1 30 1,5 52 23 30 | 9,8 26,2 
1 45 | 16 6,8 94 10,0 26,6 
| ‚8 | — 24 30 | 10,1 | = 
2 15 — | 9,5 25 102 . 967 
230 | 2,2 | 10,5 26 ı 104 26,8 
2 45 2,2 | 11,5 27 ‚ 1056 26,9 
3 4 | — 2 | 108 , 270 
= | 14,2 29 10 | 272 
З 45 3,0 15,0 47 12,0 (unterbrochen) 
4 | 3,2 = 48 | 12,3 
415 _ 16,8 49 12.6 
4 30 3,5 | Жи 50 | 12,8 
4 45 — 18,0 51 | 12,8 
5 | 4,0 18,5 52 13,1 
515 4,2 | 18,9 53 13,2 
5 30 ` 4.2 | 19,3 54 13,4 
5 45 ` 4,3 | 19,6 71 135 ` 
| | (unterbrochen) 


Im Brenztraubensäureversuch war nach 29 Stunden mit der nicht- 
erhitzten Hefe Stillstand eingetreten. Zur gleichen Zeit waren von der 
mit Toluol behandelten Hefe rund 40% der mit nicht erhitztem Ma- 
terial entwickelten CO, in Freiheit gesetzt. Auch im Brenztrauben- 
säureansatz hielt die Kohlendioxydentwicklung mit der erhitzten Hefe 
länger an und war nach 1 1 Stunden halb so groß wie bei nicht erhitztem 
Material. 


Tabelle III. 
10 cem Rohrzuckerlösung (20proz.), 1 g 10 Minuten in Xylol erhitzte Hefe. 











_ Erhitzte Hefe Erbitzte Hete e йк» Hefe Е Erhitzte Hefe 
zu u ccm ш СОЗ. "lan | ccm СО, ре" | E SCH | сем CO, 
5b a ' 0 75h 8,8 169% 21,6 г | эз! 40,4 
23 | 1.0 76 . 9,0 173 22,0 365 | 43,0 
30 18 77 9,1 192 | 24,4 384, 447 
47 || 4,2 94 12,2 194 | 24,8 408 1 45,8 
48 44 95 12,4 216 | 27,3 413 | 472 
50 . 4,8 96 | 12,6 217 | 27,5 456 | 48,0 
51 ` 5,0 97. 128 218 | 277 480 , 48,2 
53 53 145 195 |239. 34 |504 482 
54. 5,4 146 | 19,5 264 | 33,9 | 

72 8,4 147 19,7 312 : 398 
73 8,5 166 21,2 318 | 40,8 
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Die gute Kohlensäureentwicklung aus Rohrzucker mittels Aceton- 
hefe, die nur 10 Minuten in Xylol erhitzt war, zeigt die Tabelle Ш. 
Die Verhältnisse mit Brenztraubensäure gibt die Tabelle IV wieder. 





Tabelle IV. 
Leem m-CH,.CO.CO,H, 2cem m-K,HPO, 7 соп Wasser, 1р 
10 Minuten in Xylol erhitzte Hefe. 

` " Erhitzte Hefe ` ` ErbitzteHefe| — _ErhitzteHefe|l „. Erbitzte Hefe 
zit со, | Ft со со, | it ` eem CO | Zeit ` eem CO; 
1b 0,1 4h 08 |2430 50 mi вв 
130 01 430 08 12530 50 79 | 79 
2 0,3 22 30 47 26 30 5,2 73 | 80 
230 03 |2330 48 |2830 55 96 | 110 


Den Einfluß einer noch kürzeren Erhitzungsdauer zeigen die 
Übersichten V und VI. 





Tabelle V. 
10 eem 20proz. Rohrzuckerlösung, 1 р 5 Minuten in Toluol erhitzte Hefe. 
Erhitzte Hefe Erhitzte Hefe = Erhitzte Hefe ., Erhitzte Hefe 
Ai mh, | бас осо, | 7 mich | anche 
15 0 280307 491 99h 1763 |173’ 230.1 
lb | 0 28 45 49,8 100 177,9 192 . 234,7 
2 0 29 15 51,2 102 179,7 193, 235,5 
4 | 0,05 29 45 52,5 120 199,9 197 237,3 
4 15 0,15 30 53,6 121 201,6 198 237 4 
4 45 | 1,0 48 97,0 121 20 202,0 216 240,7 
5 | 1,6 48 15 97,4 124 , 2041 217 241,7 
515 2,0 48 45 98,6 126 206,1 218 241,3 
545° 3,0 49 99,3 144 216,5 265 249.1 
6 15 ! 3,9 49 30 100,6 145 217,3 267 249,3 
25 40,8 50 15 102,4 146 218.2 268 249,5 
25 15 41,4 50 30 103,0 150 220,3 269 249,5 
25 45 42,6 50 45 103,7 168 226,9 293 250,3 
26 15 43,9 96 171,3 169 227,9 339 951.7 
26 45 45,0 96 30. 1721 170 228,7 
27 45,6 98 174,5 171 229,2 
Tabelle VI. 


Leem m-CH,.CO.CO,H, 2ccm m-K,HPO, 17cem Wasser und 1р 
5 Minuten in Toluol erhitzte Hefe. 








` | Erhitzte Hefe .,  Erbitzte Hefe | Erbitzte Hefe Erhitzte Hefe 
Zeit | «m CO; | Zeit ccm СО» Zeit ccm CO, Zeit m Ch. 
‚ | 7 i Weg 

ID 0.05 5.15° 61 |2745 154 73h | 196 
lh : 04 22 15 13,8 [46 45, 17,0 75 45" 195 
2 45 1.8 22 45 144 [|47 45 17,3 76 45 ° 196 
3 15 2,5 23 45 144 [48 45 176 94 45 20,2 
4 4.4 24 15 145 |4945 17,7 95 45 20,2 
4 15 4,8 24 45 146 |50 45 18,0 96 45 20,4 
5 45 5.4 25 30 150 [70 45 18,6 142 45 20,2 
5 5.8 26 15 52 [|71 45 19,0 143 45 20,4 
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Die erhaltenen Resultate lassen sich kurvenmäßig durch die an- 
gegebenen Bilder veranschaulichen. 
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Dabei ist ein quantitativer Vergleich zwischen Carboxylase- und 
Zymasegärung nicht möglich, da keine molekularen Mengen beider 
Substrate zur Anwendung gekommen sind. Doch dürfte im allgemeinen 
die Carboxylase durch Erhitzen weniger geschädigt werden als die 
Gesamtzymase. 


24 * 


Bedeutung des physikalisch-chemischen Zustandes 
der Zellkolloide für ihre Strahlenempfindlichkeit. 


Von 
Christian Kroetz (Greifswald). 


(Aus dem Röntgenhaus des Allgemeinen Krankenhauses St. Georg 
т Hamburg.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Hämolyse durch Strahlungsenergie wird beobachtet in einem 
Wellenlängenbereich, der sich von den Wellenlängen des sichtbaren 
Lichtes bis zu denen der y-Strahlung des Radiums erstreckt. An den 
in Betracht kommenden Zellkolloiden äußert sich die Strahlenwirkung 
sowohl in physikalisch-chemischer Zustandsänderung als in einer 
Beeinflussung der chemischen Struktur. Neben den stattfindenden 
Verschiebungen der elektrischen Ladung und der kolloidalen Dispersität, 
die in Zusammenhang gebracht werden mit der von den genannten 
Strahlenarten ausgelösten sekundären Elektronenstrahlung, sind für 
alle diese Strahlenarten parallel ablaufende, eingreifende chemische 
Umsetzungen innerhalb der Moleküle nachgewiesen. Vor allem kommt 
hier die zuerst von Hasselbalch!) für die ultraviolette Strahlung eingehend 
untersuchte Methämoglobinbildung in Betracht, wahrscheinlich auch die 
von Fernau und Pauli?) für die y-Strahlen des Radiums, von Mond?) 
für ultraviolettes Licht beschriebene Säuerung von Albumin- und 
Globulinlösungen, welche diese Autoren auf strukturelle Umlagerungen 
innerhalb des Moleküls beziehen zu müssen glaubten. An dem Avf- 
treten der Strahlenhämolyse scheinen beide Vorgänge, die physikalisch- 
chemischen wie die chemischen Unlagerungen, beteiligt zu sein. Die 
Rolle beider Anteile bei dem Hämolysevorgang selbst ist bisher nicht 
abgrenzbar. Die zurzeit vorliegenden Untersuchungen sprechen aber 
nicht dafür. daß die Strahlenhämolyse allein durch einen Entladungs- 
vorgang bedingt ist. Von der Hämolyse durch einen Entladungs- 


1) Hasselbalch, diese Zeitschr. 19, 435, 1909. 
*) Fernau und Pauli, Koll.-Zeitschr. 80, 6, 1922; Mond, Pflügers 
Arch. 196, 540, 1922. 
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vorrgang, als welche von Michaelis und Takahashi!) und später von 
Kozawa!) (unter Höber) die durch H- und La-Ionen erzeugte Hämolyse 
gedeutet wurde, wäre demnach die Strahlenhämolyse mehr oder weniger 
scharf geschieden. 

Es war nicht ausgeschlossen, daß sich aus der Art der Beeinflussung 
der Strahlenhämolyse durch Änderung des physikalisch-chemischen 
Zustandes der reagierenden Zellkolloide irgend ein Hinweis auf das 
Zustandekommen des Vorganges selbst ergeben würde. Die Bedeutung 
des physikalisch-chemischen Zustandes der Zellkolloide für ihre Strahlen- 
empfindlichkeit ist zuerst von Holthusen?) beschrieben worden. Im 
Anschluß an seine Befunde sind die nachstehenden Untersuchungen 
entstanden. 


Es wurde die von Holthusen angegebene Versuchsanordnung ver- 
wendet. Die Versuche mit ultraviolettem Licht (Hanauer Quarzqueck- 
silberlampe) wurden in offenen Petrischalen an dünnen Blutkörperchen- 
aufschwemmungen in den isotonischen Lösungen der betreffenden Sub- 
stanz bei 50 cm Lampenabstand ausgeführt (die Wärmestrahlung konnte 
hierbei praktisch vernachlässigt werden). Je vier Schalen wurden, auf 
einem Karton konzentrisch angeordnet, unter ständigem Hinundher- 
bewegen der dünnen Flüssigkeitsschichten und unter regelmäßigem Drehen 
des Kartons um 90° nach je 30 Sekunden gleichzeitig bestrahlt. In deri 
Röntgenversuchen wurden die gleichen Blutkörperchenaufschwemmungen 
in Ampullen gleichen Inhalts (1,1 ccm) und möglichst gleicher Wandstärke 
und lichter Weite gegeben, diese auf einem Karton in der Peripherie eines 
Kreises von 3cm Halbmesser konzentrisch gelagert (im ganzen je 16 Am- 
pullen), mit einem Karton gegen Wärmestrahlung abgedeckt und mit den 
in den Protokollen jeweils genannten Strahlungen bestrahlt, wobei nach 
je 1⁄4 der ganzen Bestrahlungszeit der die Ampullen tragende Karton um 
90° gedreht wurde. Der Antikathodenabstand betrug in den Versuchen 
an der Radiosilexapparatur 13 cm. 

Sämtliche Lösungen, die zu den Blutkörperchensuspensionen Ver- 
wendung fanden, waren aus Kahlbaumschen Präparaten bereitet, ihre 
Gefrierpunkte wurden möglichst genau auf Blutisotonie eingestellt und 
bewegten sich sämtlich in dem engen Bereich von d= — 0,56 bis — 0,57, 
ihr рн wurde unter Messung mit der Michaelisschen Indikatorenmethode 
sorgfältig auf pe 7,25 bis 7,30 reguliert, mit Ausnahme der Lösungen von 
La (NO,), und AlCl}, deren saure Reaktion nicht neutralisiert wurde?). 

Sämtliche Untersuchungen wurden an defibrinierten Hammelblut- 
körperchen durchgeführt, die, wo nicht anderes vermerkt ist, dreimal in 
0,9 proz. NaCl-Lösung gewaschen waren. Die Bilutkörperchenauf- 
schwemmungen wurden in sehr starker Verdünnung verwendet, da in 
solchen die Hämolyse rascher abläuft. Die gewöhnlichen Suspensionen 


1) Michaelis und Takahashi, diese Zeitschr. 29, 439, 1910; Kozawa, 
ebendaselbset 60, 146, 1914. 

2) Holthusen, Fortschritte auf dem Gebiet der Röntgenstrahlen 29, 
177, 1922. 

3) Zur Herstellung, 4- und ри -Messung der Lösungen durfte ich mit 
freundlicher Erlaubnis des Herrn Prof. Bornstein die Apparate des Pharma- 
kologischen Instituts benutzen. 
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enthielten пиг 0,2 bis 0,49, Blutkörperchen. Die untereinander ver- 
glichenen Licht- und Röntgenversuche sind an demselben Blut und in 
denselben Blutkörperchenkonzentrationen durchgeführt worden. Bei den 
Versuchen mit Metallkationen erfahren, mit verschiedenem Blut, die wirk- 
samen Konzentrationen kleine Verschiebungen nach oben oder unten; 
für die an ein und demselben Blut durchgeführten Licht- und Röntgen- 
versuche sind diese Verschiebungen ausgeschlossen. 

Die Strahlenmenge wurde in den gewöhnlichen Versuchen so dosiert, 
Чай am Ende der Bestrahlungszeit nur eben merkbarer Lysebeginn erreicht 
war. In den folgenden Minuten und Stunden wurde dann in kleinen Ab- 
ständen die allmähliche Abnahme der Trübung, die fortschreitende Auf- 
hellung und endliche Lackfarbenheit der bestrahlten Proben verfolgt. 
Genaue quantitative Messungen des Lysegrades, etwa nach dem A uten- 
riethschen kolorimetrischen Verfahren, waren unmöglich gemacht durch 
die in den verschiedenen Proben je nach der Art der vorhandenen Ionen 
und Anelektrolyten wechselnd starke Methämoglobinbildung und, bei den 
Versuchen mit ultraviolettem Licht, durch die Geschwindigkeit des Lyse- 
vorganges. Die Beurteilung des Lysegrades konnte daher nur mit einfacher 
Durchsichtigkeitsprüfung geschehen. Zwei mit großer Schärfe bestimmbare 
Punkte des Lyseverlaufes, das eben beginnende Sichtbarwerden des Glüh- 
fadens einer elektrischen Birne bei Betrachtung durch die bestrahlten 
Proben und andererseits die eben erreichte völlige Lackfarbenheit, dienten 
nach oben und unten zur Orientierung. Die Ablesung geschah bei den 
Lichtversuchen in ausgesuchten, gleich weiten Reagensgläsern gleicher 
Glasfarbe, bei den Röntgenversuchen in den genannten zugeschmolzenen 
Ampullen. Unterschieden wurden folgende Lysegrade: Sp = Spur, 
w = wenig, d = deutlich, m = mittelstark (beginnendes Sichtbarwerden 
des Glühfadens), st = stark, k = komplett (völlige Lackfarbenheit). 


Sowohl bei ultravioletter als bei Röntgenbestrahlung besteht die 
erste beobachtbare Strahlenwirkung in beginnender bräunlicher Ver- 
färbung und eben deutlicher Trübungsabnahme. Besonders in den 
Lösungen, in denen die Lyse sehr langsam abläuft (z. B. in Na,SO, 
und Rohrzucker), hat die Verfärbung, die durch Methämoglobinbildung 
bedingt ist, längst ihr Maximum erreicht, wenn erst die Anfänge der 
Lyse erscheinen, und andererseits kann maximale Lyse bei nur spuren- 
weiser Methämoglobinbildung, die auch im weiteren Verlauf nicht 
mehr fortschreitet, beobachtet werden (z. B. in den Rhodaniden). 
Es zeigt sich schon hierin, daß Lyse und Methämoglobinbildung in 
keinem direkten Zusammenhang miteinander stehen. 


Nachwirkung, Fortschreiten der durch die Bestrahlung ausgelösten 
Vorgänge, wird bei der Lyse, in geringerem Grade auch bei der Met- 
hämoglobinbildung erkennbar. Die Nachwirkungszeit ist abhängig 
von der Bestrahlungszeit; bei einer gewissen Dauer der letzteren wird 
die erstere gleich null. Zu der Lysezeit, der Zeit vom ersten Beginn 
bis zum erreichten höchsten Grad der Hämolyse, steht die Nachwirkung 
deshalb in wechselndem Verhältnis. Aber auch die Gesamtzeit, ge- 
rechnet vom Bestrahlungsbeginn bis zum Erscheinen völliger Lyse, 
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ist eine komplexe Größe, zusammengesetzt aus Latenzzeit und Lysezeit. 
Dabei ist die Latenzzeit variabel, eine Funktion der Bestrahlungszeit, 
indem sie für jede weitere zeitliche Einheit der Bestrahlung abnehmend 


rasch, in einem geometrischen 
| ГЕ ER кэй. | 


Verhältnis abfallen wird. Gesamt- Ha 








zeit, Lysezeit und Latenzzeit 
haben ein Minimum bei derjenigen 
Bestrahlungszeit, an deren Ende op 
gerade völlige Lyse erreicht ist. 
Die Nachwirkungszeit ist in 
diesem Punkt gleich null. Gra- 
phisch wiedergegeben, auf Grund 
eines Versuches mit steigenden 
Bestrahlungszeiten (Ultraviolett- 
licht), sind die Verhältnisse in 
Abb. 1. Die Latenzzeit wurde 
so zu bestimmen versucht, daß 
für einige Bestrahlungszeiten an 
mehreren gleichzeitig und gleich- 
lang bestrahlten Proben die Zeit 
bestimmt wurde (vom Bestrah- = 
lungsbeginn aus gerechnet), nach 

der die über den auszentrifu- Aerer n Minster 
gierten Blutkörperchen stehende 

Suspensionsflüssigkeit eben noch farblos gewesen war. Die gewonnenen 
Punkte der Latenzzeitkurve lassen erkennen, daß für die gewöhnlich 
gewählten Bestrahlungszeiten die Verschiedenheiten der Latenzzeit 
gegenüber den Gesamtzeiten vernachlässigt werden können. Für den 
Vergleich der Lysegeschwindigkeiten werden daher im folgenden die 
Gesamtzeiten herangezogen. 


Деу? in Minuten 


Vorbehandlung des Versuchsblutes. 

Die durch variierte Vorbehandlung der Körperchen erzielten 
Unterschiede sind in bezug auf die Lysegeschwindigkeit gering. Gegen- 
über der Hämolysegeschwindigkeit NaCl-gewaschener Körperchen war 
diejenige von nur auszentrifugierten, von Rohrzucker- oder von Na,SO,- 
gewaschenen Körperchen — wenn diese verschieden vorbehandelten 
Zellen in gleicher Suspensionsflüssigkeit der Strahlenwirkung aus- 
gesetzt wurden (z. В. in 0,9 proz. NaCl) — um höchstens !/,, vermindert. 
Hingegen machten sich bei dem Einbringen der ungewaschenen, serum- 
benetzten, noch mehr der rohrzuckergewaschenen Körperchen in die 
Kochsalzlösung die bekannten spurweisen Agglutinationserscheinungen 
bemerkbar, die durch die Bestrahlung etwas deutlicher wurden, den 
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Eintritt der Lyse aber nur um den genannten Betrag zu verzögem 
vermochten. Die Beurteilung spurweiser Agglutination gelingt in den 
unbestrahlten Kontrollen gut aus der Form des Erythrozytennieder- 
schlages nach 4 bis 10 Stunden; wo die mikroskopische Untersuchung 
die Zusammenballung von noch drei bis sechs Körperchen zeigt, dort 
findet sich am Rande des kreisförmigen Körperchenniederschlages 
eine feinkörnige Zone; in einer nach Abschluß dieser Untersuchungen 
erschienenen Arbeit macht Haffner!) auf dasselbe makroskopische 
Zeichen aufmerksam. In Na,SO, als Suspensionsflüssigkeit sind die 
genannten spurweisen Agglutinationen regelmäßiger. 


Strahlenhämolyse in Elektrolytlösungen als Suspensionsflüssigkeit. 


Kationenreihe. Unter sonst gleichen Versuchsbedingungen er- 
weisen sich, bei konstant gehaltenem Anion, die verschiedenen in der 
Suspensionsflüssigkeit vorhandenen Kationen von wechselnd starkem 
Einfluß auf die Ultraviolettlicht- und Röntgenhämolyse. Es gilt, 
nach absteigender Begünstigung der Lichthämolyse geordnet, die 
Reihe (Св) > Rb > К > Ка > Li > Са `> Ва Mg, für Röntgen- 
hämolyse entsprechend (Cs) > Rb > К > Na = Ва > Ш > Са > Mg. 
In beiden Reihen ist die Stellung des Cs nicht leicht zu beurteilen. 
Im Anfang kaum hinter Rb und K zurückstehend, bleibt es von den 
mittleren Graden der Lyse an zuerst infolge einer nichtflockigen Trübung, 
dann infolge hellbrauner feiner Flockung und ebensolcher Nieder- 
schlagsbildung hinter den genannten Kationen zurück, die etwa um 
dieselbe Zeit die völlige Lackfarbenheit erreichen. Bei den letzteren 
setzen Trübung und Niederschlagsbildung erst nach Stunden bis Tagen 
ein?). Diese Niederschläge nach völliger Lyse sind von Pfeiffer und 
Bayer?) bei der Tageslichthämolyse eosinsensibilisierter Körperchen, 
von Holthusen bei der Röntgenhämolyse gefunden worden und als 
der höchste Grad der Strahlenwirkung angesprochen worden. Pfeffer 
und Bayer hatten beobachtet, daß die Niederschläge in jenen Röhrchen 
zuerst auftreten und am reichlichsten sind, in denen sich die Blut- 
körperchen zuerst lösen. Soweit die Besichtigung in den sehr dünnen 
Körperchensuspensionen ein Urteil erlaubt, scheint auch in der Alkali- 
Kationenreihe der Zeitpunkt und Grad der Niederschlagsbildung die 
obige Folge einzuhalten. Ist demgemäß das Cs an die Spitze der Reihe 


1) Haffner, Pflügers Arch. 196, 15, 1922, 

2) Diese Niederschläge bestehen mikroskopisch aus Blutschatten und 
gelbglänzenden rundlichen Teilchen geflockten Hämoglobins. Sie sind 
um so bemerkenswerter. da vorher, bei kompletter Lyse, mikroskopisch 
weder eine nennenswerte Anzahl von Schatten noch eine Spur dieser 
Hb.-Ausflockung nachweisbar ist. 

3) PJeiffer und Bayer, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 22, 137. 1921. 
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zu stellen? Oder kann es überhaupt nicht in die Reihe aufgenommen 
werden, weil dem besprochenen Verhalten — entsprechend der Ver- 
wandtschaft mit den seltenen Erden — ein Ineinandergreifen von 
lytischer und fixierender Wirkung zugrunde liegt, wie es für die Erden 
bei überoptimaler Konzentration bekannt und später zu besprechen 
ist? Im letzteren Sinne spricht, daß in den unbestrahlten Proben 
mit Cs nach 12 und 24 Stunden angedeutete Agglutination der Körper- 
chen vorlag, die freilich spurweise auch in den entsprechenden Proben 
mit Rb zu beobachten war. 

Die obigen Reihen, für die in Tabelle I und II Beispiele gegeben 
sind, sind gewonnen durch Vergleich des Lysegrades bei vorgerückten 
Stadien der Lyse, im Bereich zwischen Lyse m bis k. Die Reihe stimmt 
in diesen Stadien bei den je neun Licht- und Röntgenversuchen für die 
jeweilige Strahlenart überein. Wird bei kleinen Bestrahlungszeiten 
und demgemäß langsamem Lyseablauf die Ablesung in frühen Lyse- 
graden vergleichend vorgenommen, so sind in zwei bzw. einem Versuch 
Rb und K gegeneinander vertauscht, indem K die Hämolyse um ein 
weniges mehr begünstigt als Rb; aber auch in diesen Versuchen findet 
sich in den höheren Lysegraden die charakteristische Licht- und Röntgen- 
reihe. Für die Lyseanfänge ist also mit der Möglichkeit einer Über- 
kreuzung der Lysekurve in КС] und RbCl zu rechnen (Tabelle 1b). 

Die Kationenreihe ist von dem verwendeten Anion unabhängig, 
wie in vergleichenden Versuchen mit den Anionen NO, und CNS 
für ultraviolettes Licht und Röntgenstrahlung feststellbar war, für 
letztere auch mit dem Anion Br, freilich mit dem geringgradigen Unter- 
schied, daß hier Ва um еіп weniges hinter Na zurückblieb (Tabelle Пс). 
Auf diesen Wechsel sowie auf die Stellungsunterschiede innerhalb der 
Licht- und Röntgenreihe ist später zurückzukommen. 

Die Konzentration des zu untersuchenden Kations wurde in der 
Weise variiert, daß wechselnde Mengen der betreffenden Alkalichlorid- 
lösung mit NaCl (beide isotonisch) vermischt und als Suspensions- 
flüssigkeit verwendet wurden. Mit abnehmender Konzentration des 
zu untersuchenden Kations und zunehmendem NaCl-Gehalt rücken 
Cs, Rb, К von der Spitze der Reihen weg. Ве! einem Verhältnis Na 
: speziellem Kation = 19:1 lautet unter weitgehendem Ausgleich der 
Wirkungsunterschiede der einzelnen Kationen die Reihe für Licht und 
Röntgenstrahlen gleichartig Na > Rb, К, Cs > Li (vgl. Tabelle IIIb, 
IVb). Der hierin zutage tretende Ionenantagonismus kommt noch 
deutlicher in Tabelle IVc zum Ausdruck. Bei einem Verhältnis über 
oder unter 19:1 ist er weniger deutlich. Bei Ма: speziellem Kation 
— 49:1 sind keine Wirkungsunterschiede mehr erkennbar, bei Na 
: speziellem Kation = 5:1 bzw. 1:1 gelten die normalen Reihen, 
aber mit verringerter Spanne zwischen den einzelnen Kationen. In 
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Cs findet sich keine oder nur spurweise Niederschlagsbildung bei 5:1; 
es ist wirkungsgleich in Spitzenstellung mit Rb. Diese Befunde er- 
innern lebhaft an diejenigen, die für den Ionenantagonismus Ма: К 
bzw. Ca von Neuschlosz!) bei der Hämolyse durch geringgradige Hypo- 
tonie erhoben worden sind. Das Maximum der antagonistischen Wirkung 
wird auch von Neuschlosz bei !/,, Gehalt ап K bzw. Ca gefunden. Ent- 
sprechend den allgemeinen biologischen Gesetzmäßigkeiten erfährt 
dieser Antagonismus eine weitere Steigerung durch gleichzeitigen 
K- und Ca-Zusatz zu Na (Tabelle Va). 

Die genannten Kationenreihen gelten, wie schon erwähnt, bei 
den Alkalikationen, ziemlich deutlich auch für den Eintritt und Ent- 
wicklungsgrad der auf die völlige Lyse folgenden Niederschläge ; die 
Niederschläge bei den Kationen der alkalischen Erden sind reichlicher 
als bei denen der Alkalikationen. Die Unterschiede in der Methämo- 
globinbildung sind hingegen in den verwendeten dünnen Körperchen- 
aufschwemmungen undeutlich. Bei 15% Blutkörperchengehalt war in 
den Licht- und Röntgenversuchen Ва > Na, also umgekehrter Verlauf 
der Begünstigung von Lyse und Methämoglobinbildung. 

Anionenreihe. Die Gültigkeit der Hofmeisterschen Anionenreihe 
für die Begünstigung der Strahlenhämolyse hat Holthusen?) beschrieben. 
Eine geringe Abweichung bestand nur in der Stellung des CSN. Auch 
in den von mir angestellten Versuchen ergab sich, nach absteigender 
Begünstigung geordnet, die Lichtreihe МО, > Br œ> O œ> CSN > S0, 
die Röntgenreihe lautete teils МО, > Br œ CSN > Al > SO, teils 
CSN œ> МО, > Вг > С> SO, Wechselnd war in der Licht- und 
Röntgenreihe die Stelle des CSN. Sie hing eindeutig von der Dauer 
der Nachwirkungszeit ab. Je länger diese dauerte, desto weiter rūckte 
CSN gegen die Spitze der Reihe hin. Naturgemäß konnte dieser über- 
holende Einfluß bei jenen Proben nicht zur Geltung kommen, in denen 
wegen raschen Lyseablaufs die anfangs vor dem CSN stehenden 
Anionen früh die völlige Lyse erreicht hatten. Umgekehrt machte 
er sich überall dort bemerkbar, wo die Lyse sehr langsam ablief, eine 
Überholung also noch möglich war. Dementsprechend ist das späte 
Vorrücken des CSN besonders deutlich in den Lichtversuchen bei 
der Durchprüfung der Anionenreihe an Ca- und Ba-Salzen (Tabelle УТЬ): 
bei den ohnehin langsameren Lysegeschwindigkeiten der Röntgen- 
versuche ist bei starker Bestrahlung (etwas beschleunigter Lyse) nur 
das (1 überholt, bei schwacher Bestrahlung (träger Lyse) ist das CSN 
völlig an die Spitze gerückt (vgl. die Tabelle VIIa und b). Es ist in 
diesem Zusammenhange bemerkenswert, daß in den bekannten Ver- 


1) Neuschlos, Pflügers Arch. 181, 40, 1920. 
2) 1. с. 
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suchen von Höber, welche die Geltung der Hofmeisterschen Reihen 
für die durch geringgradige Hypotonie erzeugte Lyse!) dargetan haben, 
das CSN ebenfalls erst am Ende des zweiten Tages seine Spitzen- 
stellung gewonnen hat. In einigen Versuchsreihen von Runnström?) 
über die Beeinflussung der Senkungsgeschwindigkeit roter Blut- 
körperchen rückt hingegen das CSN wie oben von seiner Stellung 
am Reihenende weg. 

Im übrigen bestehen zwischen Licht- und Röntgenreihen nur 
die Verschiedenheiten betreffs des hochatomigen Br, das zur Wirkungs- 
glleichheit mit NO, aufgerückt ist. Diese Verschiebung ist offenbar 
gleichartig wie die noch zu besprechende des Ba in der Kationenreihe. 
Ein Überholen des NO, durch das Br kam in den zahlreichen Ver- 
suchen nicht vor. 

Wie in den ursprünglichen Hofmeisterschen Reihen sind auch in 
diesen Versuchen die Unterschiede zwischen den einzelnen Gliedern 
in der Anionenreihe wesentlich deutlicher ausgeprägt als in der Kat- 
ionenreihe. 

Sichere Unterschiede in den Niederschlagsmengen nach völliger 
Lyse sind auch in der Anionenreihe bei der starken Verdünnung der 
Suspensionen nicht nachweisbar. Hingegen ist die Anionenreihe für 
die Methämoglobinbildung deutlich ablesbar, SO, > NO, > Cl > Вг 
> СВМ, wie sie auch in den Versuchen von Holthusen gefunden wurde. 


Strahlenhämolyse in Anelektrolytlösungen als Suspensionsflüssigkeit. 

Untersucht wurden nur Suspensionen in Rohrzuckerlösungen, die 
wegen der in ihnen stattfindenden Agglutination der Körperchen 
zugleich ein Licht auf das gegenseitige Verhalten von Agglutination 
und Strahlenhämolyse werfen konnten. Die Stabilitätsverminderung 
der Körperchen in diesen Lösungen wird auf die Ladungsverminderung 
im elektrolytarmen Milieu bezogen. In den unbestrahlten Proben 
findet sich an Stelle des scharf begrenzten kreisförmigen Erythrocyten- 
niederschlages, wie er in NaCl beobachtet wird, der weit ausgedehnte 
grieselige Niederschlag, den Haffner (1. с.) beschrieben hat. In den 
sofort nach dem Einbringen der Körperchen, noch vor ihrem Nieder- 
sinken bestrahlten Proben findet man eine beschleunigte Agglutination 
in etwas gröberen Klümpchen, die überwiegende Menge der Körperchen 
sinkt rasch zu Boden. Die Agglutination ist aber nicht mit einer Fixie- 
rung verbunden. Die durch intensive Methämoglobinbildung dunkel- 
braun verfärbten Körperchen fangen allmählich an, sich zu lösen, die 
überstehende Flüssigkeit wird zunehmend braun. Vor dem Erreichen 


1) Höber, diese Zeitschr. 14, 209, 1908. 
2) Runnström, ebendaselbst 128, 1, 1921. 


380 Chr. Kroetz: 


völliger Lyse beginnt dann eine grobe hellbraune Flockung sowie eine 
feinere milchige Trübung, die aus feinsten weißlichen Flöckchen be- 
steht. Mikroskopisch besteht die erstere Flockung aus großen Ver- 
bänden agglutinierter Körperchen mit zwischen und über sie gelagerten 
Zelltrümmern, die letztere aus Körperchenschatten, die teilweise zer- 
fallen sind. Die genannte, nicht ganz vollständige Strahlenhämolyse 
in Rohrzuckersuspensionen hat gegenüber derjenigen in NaCl einen 
außerordentlich verlangsamten Verlauf. Unerwartet war es nun, daß 
kleine Salzzusätze, die nach Radsma!) die Agglutination hemmen, 
die Lyse noch wesentlich stärker, bei einer gewissen Konzentration 
sogar ganz zu hemmen vermögen. Die stärkste Hemmung wurde bei 
einem Verhältnis NaCl: Rohrzucker = 1:4 bis 3: 2, also einem NaCl- 
Gehalt der Suspension von 0,18 bis 0,54 % gefunden. Zwischen 0,045 
bis 0,135 und 0,585 bis 0,675% war die Hemmungswirkung des Salz- 
zusatzes geringer. Bei 0,72%, war der Ablauf der Lyse gleich dem in 
reiner Rohrzuckerlösung. Diese Beobachtungen kehrten in allen Ver- 
suchen mit Rohrzucker gewaschenen Körperchen ganz regelmäßig 
wieder (Tabelle VIIIa und b). Bei ungewaschenen, nur von ihrem 
Serum getrennten Körperchen war die Strahlenhämolyse hingegen 
ebenso hochgradig in der reinen Rohrzuckerlösung wie in den Suspen- 
sionen mit 0,045 bis 0,63% NaCl-Zusatz gehemmt. Im letzteren Falle 
ist wohl mit einer Schutzwirkung verbliebener Serumreste zu rechnen. 
Serumzusatz hat, wie aus Versuchen von Runnström?) bekannt ist, 
eine den Kolloiden gemeinsame agglutinationssteigernde Wirkung, die 
besonders stark in salzarmem Milieu zur Geltung kommt. Die Gegen- 
sätzlichkeit, daß die Hemmung der Strahlenhämolyse einmal durch 
Agglutinationssteigerung (Serumbeimengung), das andere Mal durch 
Agglutinationsverminderung (Salzzusatz) herbeigeführt wird, ist zu- 
nächst nicht überbrückbar. Die Beobachtung, daß ein Hämolyse- 
vorgang in Rohrzuckerlösungen durch agglutinationsvermindernden 
Salzzusatz gehemmt wird, steht aber nicht allein. In Untersuchungen 
über die Alkoholhämolyse von Blutkörperchen, die in Mannit-Kochsalz- 
gemischen suspendiert waren, hat Runnström?) das Maximum der 
Resistenz bei einem Verhältnis NaCl: Mannit = 1:4 und 2: 3 ermittelt, 
d. В. in identischen Konzentrationen wie oben für die Strablenhämolyse. 
Gegensätzlich verhält sich nach Handovsky®?) die Saponinhämolyse in 
Rohrzucker-Kochsalzgemischen, die von zunehmendem Salzgehalt 
steigend begünstigt wird. Es ist bekannt, daß auch die Hofmeisterschen 
Reihen gegenüber der gewöhnlichen Richtung umgekehrt bei der 


!) Radsma, diese Zeitschr. 89, 211, 1918. 
2) Runnström, ebendaselbst 128, 1, 1921. 


3) Handovsky, Pflügerss Arch. 190, 173, 1921; Koll.-Zeitschr. 89. 
336, 1922. 
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Begünstigung der Saponinhämolyse!) gültig sind. Für die Strahlen- 
hämolyse ist oben dieselbe Richtung, wie sie für die Wasser- und Alkohol- 
hämolyse bekannt ist, ermittelt worden. 


Strahlenhämolyse im Zusammenwirken mit anderen Iytischen Agenzien. 


Verwendung fanden außer den besonders zu besprechenden Schwer- 
metallsalzen Hypotonie und Narkotikumzusatz. Es wurde darauf 
geachtet, daß die Körperchen erst unmittelbar vor Bestrahlungs- 
beginn in die verschiedenen Suspensionsflüssigkeiten kamen, so daß 
der lytische Einfluß von Strahlung und Hämolytikum möglichst gleich- 
zeitig an den Zellen angriff. Das Ergebnis dieser Versuche, von denen 
ein Beispiel in Tabelle IX wiedergegeben ist, war ein additives Verhalten 
der lytischen Einflüsse. Dabei konnte, besonders in den Proben mit 
stärkerer Hypotonie und größerem Narkotikumzusatz, der Durchgang 
durch die völlige Lyse noch während der Bestrahlungszeit erfolgen 
[2. В. in dem Röntgenversuch (Tab. IXa) nach einem Viertel der Be- 
strahlungszeit, weit vorauseilend der Lyse in den zugehörigen Kontrollen]. 
Am Bestrahlungsende war in solchen Fällen bereits starke Trübung, 
bald darauf intensive hellbraune Flockung zu beobachten, also eine 
hochgradige Beschleunigung der sämtlichen durch Strahlenwirkung 
hervorgerufenen Vorgänge. Nur die Methämoglobinbildung zeigte 
keine additive Beeinflussung. Hypotonie und Alkohol, die in geeigneten 
Konzentrationen sich in ihrer lytischen: Wirkung hemmen können, 
wirken einzeln auf die Strahlenhämolyse gleichartig beschleunigend. 
Zu dem gleichen Ergebnis führten anders angeordnete Versuche. Es 
wurden Körperchen in einer Salzlösung, in der die Strahlenlyse eine 
sehr lange Nachwirkungszeit hat (Na,SO,), mit hoher Dosis bestrahlt, 
nach der Bestrahlung sofort mit Wasser bzw. wechselnd stark hypo- 
tonischen Salzlösungen auf gleiches Volumen verdünnt und nun im 
Vergleich mit unbestrahlten Verdünnungen der Eintritt der Lyse 
beobachtet. Нурофопіертаде, die in den unbestrahlten Kontrollen erst 
in 24 bis 30 Stunden Lyse erzeugten, wirkten an den bestrahlten, intensiv 
braun verfärbten Körperchen in 40 Sekunden Iytisch. Die Resistenz 
der Körperchen wurde durch die Bestrahlung von 0,49% Na,SO, auf 
0,554 %, vermindert (in NaCl ausgedrückt von 0,30 auf 0,34%). Nach 
2 Stunden war in der stärkst hypotonischen Lösung intensive hellbraune 
Flockung eingetreten. In den geringer hypotonischen Proben kam es 
in den nächsten Minuten und Stunden zu partieller Hämolyse, die 
vor Erreichen der Lackfarbenheit von der gleichen graubraunen Flockung 
unterbrochen wurden. .Isotonische gleichkonzentrierte Aufschwem- 


1) Mikulioich, zit. nach Höber, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 4. Aufl., 
S. 488, 1914. 
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mungen der bestrahlten Körperchen, die einem Wärmegrad von 87° С 
ausgesetzt wurden, zeigten bei nur spurweisen vorausgehenden Lyse- 
erscheinungen nach 2 Stunden dieselbe intensive Flockung. Die bei 
17°C aufbewahrten isotonischen Kontrollen bestrahlter Körperchen 
boten nach 12 Stunden partielle Lyse, nach 36 Stunden ohne Durch- 
gang durch völlige Lyse etwa gleich starke Flockung wie die vorher 
genannten Proben. Aus äußeren Gründen konnten diese Versuche 
nicht auch mit Röntgenstrahlung durchgeführt werden. Веі dem 
durchaus gleichartigen Verhalten von Ultraviolettlicht- und Röntgen- 
versuchen in den früheren Reiben und besonders in den obigen Ver- 
suchen mit gleichzeitiger Strahlen- und Hypotonieeinwirkung kann es 
aber nicht zweifelhaft sein, daß sie auch für die Röntgenstrahlung 
gelten. Sie besagen, daß die Bestrahlung die Hypotonieresistenz roter 
Blutkörperchen herabsetzt. Parallele Versuche für die Alkoholresistenz 
scheiterten daran, daß die für diese Lichtversuche allein verwendbare 
Na,SO,-Lösung durch Alkoholzusatz ausfällt. Will man die gering- 
gradigen, noch im Bereich der Fehlerquellen liegenden Resistenz- 
verminderungen (um 0,01% NaCl), welche v. Bonin und Bleidorn 
an unterwertig bestrahlten Körperchen in Röntgenversuchen gefunden 
haben, als verwertbar betrachten, so fänden sie in den vorliegenden 
Versuchen ihre Bestätigung. Nach den Lysegraden, welche die hier 
verwendete Ultraviolettlichtmenge in NaCl-Suspensionen hervorbringt, . 
entspricht einer gleichwertigen Röntgenwirkung eine Dosis von etwa 
50 Hauteinheitsdosen, während v. Bonin und Bleidorn mit drei bis 
acht Hauteinheitsdosen bestrahlten. 


Strahlenhämolyse im Zusammenwirken mit Salzen der Erden 
und Schwermetalle. 

Durch die Kationen der Erden und Schwermetalle können rote 
Blutkörperchen umgeladen werden. Ich versuchte daher, durch Ein- 
bringen dieser Kationen in die Suspensionsflüssigkeit über die Strahlen- 
empfindlichkeit von Körperchen veränderter Ladung Aufschluß zu 
gewinnen. 

La und АГ” agglutinieren in dünnen Suspensionen von 
m/10000 Konzentration an. Hämolyse tritt, wenn Umschütteln unter- 
bleibt, auch in mittleren Konzentrationen nicht auf. Methämoglobin- 
bildung erfolgt im Tageslicht nicht. Bei Bestrahlung von eben her- 
gestellten, noch nicht gesenkten Körperchensuspensionen treten ganz 
ähnliche Erscheinungen auf, wie in den Rohrzuckersuspensionen. Die 
Agglutination erfolgt sehr beschleunigt, in wesentlich plumperen 
Klümpchen, die in mittleren und schwachen Konzentrationen dunkel- 
braun, in den hohen (m/8 bis m/40) ockergelb bis grüngelb verfärbt 
sind. Besonders bemerkenswert ist der außerordentlich rasche Ablauf 
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dieser Umsetzungen des Hämoglobins, er ist in den Lichtversuchen 
in 20 bis 60 Sekunden vollendet. (In den Röntgenversuchen sind 
sowohl bei La und Al als auch bei den zu erwähnenden Schwermetallen 
alle Erscheinungen nur in geringem Maße ausgeprägt.) Die weiteren 
Vorgänge hängen von der Kationenkonzentration ab. Bis m/2000 ist 
bei niedriger Konzentration nach einer (gegenüber der Lyse in reiner 
NaCl-Lösung) etwa um die Hälfte verlängerten Zeit völlige Lyse ein- 
getreten, nach doppelter bis dreifacher Zeit hat sich lockere weißliche 
Flockung angeschlossen (mikroskopisch Körperchenstromata, die in 
ihrer Form teilweise geschädigt sind). Von m/1000 an ist die Lyse 
mehr verlangsamt und erreicht auch nach langer Zeit nur partielle 
Grade, die an dem abnehmend gelbbraunen Ton der überstehenden 
Flüssigkeit ablesbar sind; von m/200 an hat die überstehende Flüssig- 
keit keinen gelblichen Einschlag mehr. Überall, wo nur partielle oder 
keine Lyse statthat, findet sich am Boden des Reagenzglases ein volu- 
minöser, intensiv brauner Niederschlag, der mikroskopisch aus matt- 
gelb gefärbten, deformierten Körperchen mit zahlreichen, kleinsten, 
teilweise stark lichtbrechenden Zelltrüämmern und streifigen, kaum 
gefärbten Niederschlagsbändern aus amorphem Material besteht. Mit 
abnehmendem Farbstoffgehalt zeigt sich in der überstehenden Flüssig- 
keit eine feinstflockige milchige Trübung, die mikroskopisch aus Blut- 
schatten und ihren Resten zusammengesetzt erscheint. Die angegebenen 
Konzentrationen sind diejenigen aus den Versuchen mit La”, die- 
jenigen von АГ” sind für die entsprechenden Wirkungsstufen nahezu 
parallel. In АГ” und in La”, wenn das letztere nicht, wie in den 
gewöhnlichen Versuchen, in NaCl, sondern in Rohrzucker suspen- 
diert ist, sind die der erwähnten ockergelben bis gelbgrünen Ver- 
färbung zugrunde liegenden Veränderungen des Hämoglobins besonders 
deutlich. 

In den zahlreichen Versuchen mit Schwermetallkationen (ein 
Beispiel enthält Tabelle X) findet sich grundsätzlich immer wieder 
dasselbe, eben für АГ” auseinandergesetzte Verhalten. Es besteht, 
abgesehen von noch unwirksamen Konzentrationen, bei kleinen Ionen- 
mengen eine geringe (positive oder negative) Beschleunigung der noch 
vollständig ablaufenden Lyse, die von einer gegenüber Kochsalz- 
lösungen verstärkten und rascher einsetzenden Niederschlagsbildung 
(im wesentlichen Blutschatten) gefolgt ist. Bei mittlerer Konzentration 
kommt es durch das Ineinandergreifen von Fixations- und Lyse- 
prozessen zu nur partieller Lyse, bei höheren Konzentrationen kommt 
eine Strahlenhämolyse überhaupt nicht mehr zustande. Die bei mitt- 
leren und höheren Konzentrationen vorhandenen Niederschläge agglu- 
tinierter Körperchen und Körperchentrümmer sind bei den einzelnen 
Schwermetallkationen verschieden, indem sowohl die Art der Defor- 


384 Chr. Kroetz: 


mation der agglutinierten Körperchen, als auch die Größe und Zah 
der Trümmer wechseln; die Unterschiede zwischen den einzelne 
Metallen sind die gleichen wie in den fällenden Konzentrationen dieser 
Metalle bei unbestrahlten Proben. Nach den molaren Mengen der 
Metallsalze, die zur Herbeiführung der einzelnen Wirkungsgrade not- 
wendig sind, ergibt sich eine Reihe Са > Zn > Hg > Ag > Са. № 
Unterschiede in der Dissoziation der einzelnen Salze sind hierbei nich: 
berücksichtigt; würde die Menge der dissoziierten wirksamen Jonen 
verwertet, so würden Hg und Ag über Cu hinaufrücken. 


Die berichteten Veränderungen treten bei anderen Metallioner- 


konzentrationen ziemlich ähnlich auch in den unbelichteten, dem 
Tageslicht ausgesetzten Kontrollen auf. Methämoglobinbildung fehlt 
im Tageslicht in dem untersuchten Konzentrationsbereich bei Cd. 
Zn, Hg; bei Cu und Ag ist sie in höheren Konzentrationen vorhanden. 
Agglutination fehlt in den verwendeten NaCl- bzw. Na N O,-Suspen- 
sionen bei Hg und Ag, bei Cd ist sie nur spurweise angedeutet. Die 


grobe Niederschlagsbildung aus Körperchen und Trümmern sowie die 


Stromaflockung wurden in dem verfolgten Bereich bei Tageslicht nur 
in den konzentriertesten Ag-Proben beobachtet. In späteren Versuchen 
an Menschenblutkörperchen treten sie auch in den unbestrahlten, nur 
dem Tageslicht ausgesetzten Proben auf, jedoch erst nach 12 bis 
36 Stunden, während sie in den Ultraviolettlichtproben nach 3 Minuten 
bis 2 Stunden ihr Maximum erreichen (bei gleicher Schwermetall 
konzentration in den bestrahlten und unbestrahlten Reihen). 

Der Vergleich zwischen den belichteten und unbelichteten Proben 
ergibt, daß die Methämoglobinbildung durch Strahlenwirkung sowohl 
in den Licht- als in Röntgenversuchen stark gefördert ist bei allen 
Kationen der verwendeten Schwermetallsalze. Metallionen, die in 
den unbestrahlten Kontrollen Lyse herbeiführen, fördern auch die 
Strahlenhämolyse, und zwar schon ein wenig unterhalb des Bereichs 
der spontan beginnend lysierenden Konzentrationen (Hg, Ag). Metall- 
ionen, wie Cd und Zn, die die Ätherhämolyse hemmen [Watermann')). 
hemmen im unteren Konzentrationsbereich auch spurweise die Strahlen- 
hämolyse. Bei den lytisch wirksamen Ionen kommt es bei einer Kon- 
zentration, die in den Kontrollen noch maximal lysierend wirkt, schon 
am Ende der Bestrahlung oder nach einer Nachwirkungszeit von 
wenigen Minuten zu grobklumpiger Agglutination von Körperchen und 
Körperchentrümmern und zur Stromausflockung. Ihr vorausgegangen 
waren Stadien partieller Lyse und teilweiser Flockung. Bei Cd, Zn und 
Cu treten ebensolche grobklumpige Flockungen in spontan nur agglı- 
tinierenden Konzentrationen auf bzw. bei Menschenblutkörperchen in 


1) Watermann, diese Zeitschr. 116, 1921. 
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Konzentrationen, die an den unbestrahlten Proben erst nach 40- bis 
1000fach längerer Einwirkungszeit flockend wirken. 

In den Röntgenversuchen sind, offenbar wegen zu niedriger 
Strahlendosierung, die letztgenannten grobklumpigen Flockungen nie 
aufgetreten, wohl aber ihre Vorstufen, die partiellen Lysegrade. 

Zusammengefaßt besagen diese Befunde, daß unter dem Einfluß 
der Strahlenwirkungen geringere Metallionenkonzentrationen die Wirk- 
samkeit der nächst höheren Konzentration gewinnen. Die Methämo- 
globinbildung wird durch die Bestrahlung noch über dieses Maß hinaus 
gefördert. Die Veränderung des Blutfarbstoffs kann noch über die 
Methämoglobinbildung hinausgehen. 


Unterschiede in der Ultraviolettlicht- und Böntgenwirkung. 


Gewisse Unterschiede in den Versuchen mit beiden Strahlenarten 
sind durch verhältnismäßige Unterdosierung in den Röntgenversuchen 
bedingt. Aus ökonomischen Gründen war es nicht tunlich, für die sehr 
umfangreichen Reihenversuche höhere Strahlenmengen zu verwenden, 
zumal da in den verwendeten Bestrahlungszeiten Resultate, die mit denen 
der Lichtversuche vergleichbar sind, gewonnen wurden. Aus dem Ver- 
gleich der Lysegeschwindigkeit in parallelen Licht- und Röntgenversuchen 
ergibt sich, daß die wirksamen Strahlenmengen in Licht- und Röntgen- 
versuchen etwa ein Verhältnis von 5: 2 innehielten. Durch diesen Umstand 
ist in der Anionenreihe die Stellung des CSN, in den Metallversuchen das 
Ausbleiben des höchsten Wirkungsgrades veranlaßt. 

Was die Verschiedenheiten in der Ionenfolge innerhalb der An- und 
Kationenreihe zwischen Licht- und Röntgenversuchen betrifft, so hängt 
die Vergleichbarkeit der Resultate von der Voraussetzung ab, daß die 
physikalischen Bedingungen der Strahlenwirkung in den Licht- und Röntgen- 
versuchen für die verschiedenen Salzlösungen gleichartig sind. Die prak- 
tisch als gleich zu bezeichnende Strahlenabsorption für die biologisch 
wirksamen Komponenten des ultrevioletten Lichtes wurde dadurch er- 
wiesen, daß die Entwicklungshemmung von Askariseiern, die auf Deck- 
gläsern angetrocknet waren und durch eine 2 cm hohe Schicht der 
isotonischen Lösungen der Chloride der Kationenreihe bzw. der Kalium- 
salze der Anionenreihe hindurch gleich lange Zeit bestrahlt worden 
waren unter der Quarzquecksilberlampe, nach der von Holihusen ent- 
wickelten Methode verglichen wurde. Dabei fanden sich, die Ent- 
wicklungshemmung in NaCl gleich 100 gesetzt, Unterschiede von 
höchstens + 4; nur in CSN betrug der Unterschied — 12. Da die Ab- 
sorption der Röntgenstrahlen bei CSN jedoch keinerlei Abweichung von 
der bei Cl zeigt, können die früher erörterten in Licht- und Röntgenver- 
suchen gleichartigen Eigentümlichkeiten der CSN-Wirkung nicht auf die 
genannte Absorptionsverschiedenheit bezogen werden. Eine chemische 
Einwirkung ist ausgeschlossen, da die Chitinschale der Askariseier nur 
für О, und CO, durchgängig ist. Die Absorption der Röntgenstrahlung 
wurde wie in den Versuchen von Holthusen (l. с.) für alle verwendeten 
Salzlösungen nach Glocker so berechnet, daß die Absorption der Elemente 
pro Atom mit der 3,72sten Potenz der Ordnungszahl des Elementes im 
periodischen System zunimmt und die Absorption von Verbindungen und 
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Lösungen sich additiv aus derjenigen der beteiligten Elemente und Kon- 
zentrationen zusammensetzt. In den isotonischen Lösungen der Chloride 
der Kationenreihe ergeben sich darnach folgende relative Absorptions- 
werte (bezogen auf denjenigen der 0,9 proz. NaCl-Lösung gleich 1): 
LiCl : NaCl: KCl: КЪСІ : CsCl : MgCl, : CaCl, : BaCl, = 0,99 : 1,0: 1,04 
: 1,76: 4,40: 1,01: 1,03: 3,45. Völlig parallel verlaufen die relativen Ab- 
sorptionswerte der Nitrate und Rhodanide; die der Bromide sind ent- 
sprechend der hohen Atomzahl des Br etwas ausgeglichen, nämlich Na: K 
: Са: Ва = 1,0: 1,027: 1,16: 2,67. Für die isotonischen Lösungen der 
Natriumsalze der Anionenreihe gilt Na,SO,: NaCl: NaCSN : NaNO;: 
NaBr = 0,976 : 1: 0,981 0,953: 1,58. Für die Salze des hochatomigen 
Ba sind die Verhältniszahlen ausgeglichener (BaCl,: Ba(CSN),: Ba(N O,);: 
Ва Вт, = 1: 0,996: 0,979: 1,22). Веі der Beurteilung der Absorptions- 
zunahme sind nun zweierlei Einflüsse zu unterscheiden. Einerseits die 
Wirkungsverminderung, die durch die Abnahme der Strahlungsintensität 
infolge der größeren Absorption zustande kommt; bei der verhältnismäßig 
kleinen Schichtdicke in den vorliegenden Versuchen wird dieser Verlust 
nicht zu sehr ins Gewicht: fallen. Andererseits die Wirkungsvermehrung 
infolge der bei der Absorption von Röntgenstrahlung ausgelösten Sekundär- 
strahlung. Nach den Versuchen Holthusens handelt es sich dabei nicht 
um die als Streu- bzw. Fluoreszenzstrahlung bezeichneten Anteile der 
Sekundärstrahlung, sondern allein um die Elektronenstrahlung; wenigstens 
gilt dies für die verwendeten Versuchsobjekte, Körperchen und Askariseier. 


In den hier vorgelegten Resultaten wird nun tatsächlich, im Vergleich 
mit der Wirkung im Lichtversuch, für die Röntgenstrahlung eine Wirkungs- 
steigerung bei den hochatomigen Ionen festgestellt, erkennbar in der 
Kationenreihe in dem Aufrücken des Ba über das Ca hinauf bis zur 
Wirkungsgleichheit mit dem Na, in der Anionenreihe mit ihren kleineren 
Spannen der Absorptionswerte erreicht das vorher dem Cl näherstehende 
Br das NO, an Wirksamkeit. Setzt man die Absorptionswerte aller 
An- und Kationen für das Ultraviolettlicht entsprechend der erwähnten 
biologischen Messung einander gleich, so ergibt sich aus den obigen Zahlen, 
daß gegenüber dem Lichtversuch die Strahlenabsorption im Röntgen- 
versuch bei BaCl, um 245%, bei NaBr um 58% vergrößert ist, bei Ba Br, 
nur um 22%. Entsprechend ergibt sich auch, daß in der Anionenreihe 
der Bariumsalze das Br zwar vom Cl weg zum NO, hin rückt, aber 
es nicht ganz erreicht, wie letzteres beim Natrium-, Kalium- und Calcium- 
salz mit ihrer größeren Absorptionsverschiedenheit der Fall ist. (Vgl. 
Tabelle IIb und Пс). Für CsCl, dessen Lösung die höchste Absorptions- 
verschiedenheit aufweist, gestattet die früh einsetzende Trübung und 
Niederschlagsbildung keinen Vergleich. Die Absorptionsvermehrung bei 
RbCl (76%) kommt bei den von vornherein geringen Wirkungsunter- 
schieden in der Kationenreihe nicht in einer deutlichen Zunahme seiner 
Stellung vor dem KCI in der Röntgenkationenreihe zum Ausdruck. In 
den Versuchen mit wechselndem Verhältnis Na: speziellem Kation 
(Tabelle IV b) sind, besonders bei dem Verhältnis 19:1, die Absorptions- 
unterschiede so weitgehend (bis auf 15%) ausgeglichen, daß die dort ge- 
fundenen Gesetzmäßigkeiten auch in den Röntgenversuchen fast rein auf 
den Ionenantagonismus bezogen werden müssen. 

Quantitative Angaben über die durch die sekundäre Elektronen- 
strahlung in den Röntgenversuchen erreichten Wirkungssteigerungen 
können bei der angewendeten Methode der Beurteilung des Lysegrades 
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nur Näherungswerte bedeuten. Die Zeiten vom Bestrahlungsbeginn bis 
zum Sichtbarwerden des Glühfadens verhalten sich — teilweise mußten 
die Werte durch Interpolation gewonnen werden — 


in Tabelle Ib (Licht). ........ Na:Ca:Ba = 1: 2,65: 3,9 
‚› Tabelle IIb (Röntgen). . . . . . . №: Са: Ва = 1: 1,48: 1,00 
Wirkungssteigerung im Röntgenversuch Ма: Са: Ва = 1: 1,9: 3,9 
Verhältnis der Absorptionszahlen . . . №: Са: Ba = 1: 1,03: 3,45 


Auf demselben Wege ergibt sich aus Tabelle VIa und УПа für die 
Anionenreihe im Röntgenversuch die Wirkungssteigerung СІ: NO,: Вг = 1 
: 1,01: 4,75, bei einem Verhältnis der Absorptionszahlen = 1: 0,95: 1,58. 
Die aus diesen parallelen Versuchen gewonnenen Verhältniszahlen sind 
grundsätzlich in allen Versuchen gleich. Die unerwartete Wirkungssteigerung 
bei Ca und die das Maß der Absorptionszunahme weit überschreitende 
Wirkungsvermehrung in Br sind konstant. Die Zahlen zeigen, daß außer 
der Absorptionszunahme noch irgendwelche mit der Versuchsanordnung 
zusammenhängende Einflüsse bei der Wirkungssteigerung maßgebend sind. 
Es ist z. B. an den unbekannten variabeln Faktor der Latenzzeit zu denken. 
In quantitstiven Versuchen, die Holthusen für die Wirkungssteigerung der 
Methämoglobinbildung bei zunehmendem Absorptionswert durchgeführt 
hat (1. с.), blieb die Wirkungssteigerung durch Bromid und Bariumsalz 
stark hinter dem Anstieg der relativen Absorption zurück. 


Zusammenfassung und Besprechung der Ergebnisse. 


Die ermittelten Tatsachen sind folgende: Die Strahlenhämolyse 
wird stark beeinflußt durch den physikalisch-chemischen Zustand der 
Zellkolloide (Holthusen). Wie bei zahlreichen anderen Lysevorgängen 
üben die Anionen und Kationen in einer Folge, die mit den Hofmeister- 
schen Reihen übereinstimmt, ihre Wirkung auf den Hämolysevorgang 
aus. Bei den Kationen ist unter den Alkalien Li, unter den Erdalkalien 
Mg das am wenigsten begünstigende, bei den Anionen SO, CSN er- 
reicht nur bei langsamem Lyseablauf die Stelle stärkster Wirksamkeit 
in der Anionenreihe. Die Kationenreihe zeigt die Folge der lyotropen 
Reihe, nicht diejenige einer der physiologischen Übergangsreihen. Die 
Richtung zunehmender begünstigender Ionenwirkung gleicht bei An- 
und Kationenreihe derjenigen, die (bei Rinderblut) für die Wasser- 
und Alkoholhämolyse bekannt ist, und läuft entgegengesetzt derjenigen 
für die Saponinlyse des Rinderblutes. Über das in meinen Versuchen 
benutzte Hammelblut liegen in isotonischen Lösungen keine Angaben 
vor. In eigenen Kontrollversuchen war beim Hammelblut die Anionen- 
reihe sowie die Kationenreihe (von letzterer wurde nur Na < K er, 
mittelt) in derselben Richtung für die Hypotonielyse gültig wie bei 
dem Rinde. Für die Wärmehämolyse hat О. Gros!) bei 47 bis 5920 С 
in blutisotonischen Lösungen wechselnde Übergangsreihen gefunden. 
An Hammelblutkörperchen beobachtete ich bei 56 und 58°C eine 


1) О. Gros, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 62, 1, 1910. 
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gleichsinnige Anionenwirkung wie in den Höberschen Versuchen mit 
leicht hypotonischen Lösungen bei 37°C und Rinderblut. — Die 
Strahlenhämolyse wird also durch An- und Kationen in gleichem Sinne 
beeinflußt wie die H ypotonie-, Alkohol- und Wärmehämolyse (letztere 
bei 56 bis 58°C beobachtet). 

Der Rohrzucker-Kochsalzantagonismus ist bei der Strahlen- 
hämolyse gleichartig ausgebildet wie der Mannit-Kochsalzantagonismus 
bei der Alkoholhämolyse, im Gegensatz zu seinem Fehlen bei der 
Saponinlyse. | 

Der Ionenantagonismus Na : K bzw. Ca äußert sich bei der Strahlen- 
hämolyse ebenso wie bei der Hypotonielyse. 

Strahlenwirkung zeigt sowohl im Zusammentreffen mit Hypotonie 
als mit Alkohol ein additives Verhalten. Dementsprechend ist auch 
die osmotische Resistenz bestrahlter Körperchen herabgesetzt. 

Wärmeeinfluß auf bestrahlte Blutkörperchen führt unter Auslassung 
höherer Lysegrade unmittelbar zu beschleunigter Ausflockung; ebenso 
wirken mittlere, nicht sofort völlig lysierende Grade von Hypotonie. 

Kationen der Schwermetalle erfahren in bestrahlten Proben eine 
Verbreiterung des Bereichs ihrer jeweiligen Wirkungsstufe nach ge- 
ringeren Konzentrationen hin. 


Über den Angriffsort der Strahlenwirkung erteilen diese Versuche 


nur insofern eine Auskunft, als sie vorwiegend auf die Beeinflussung 
der Eiweißkörper der Blutzellen hinweisen. Die Einwirkung auf die 
Oberflächenkolloide ist, wie die Waschversuche zeigen, ohne maß- 
gebende Bedeutung. Die Eiweißkörper des Zellinneren sind offenbar 
der eigentliche Angriffsort der Strahlenwirkung. Die an ihnen ab- 
laufenden Dispersitätsänderungen zerstören das normale Zellgefüge, 
dessen physikalisch-chemische Einzelheiten noch nicht bekannt sind 
(z. B. die Bindung und Anordnung zwischen Blutfarbstoff und Stroma- 
substanz). Es läßt sich aus den gewonnenen Resultaten nicht ent- 
scheiden, ob die Veränderung der Stromasubstanz oder des Blut- 
farbstoffs das Maßgebende für den Eintritt der Hämolyse ist. Eine 
direkte Abhängigkeit der Hämolyse von der Methämoglobinbildung ist 
freilich mit Sicherheit abzulehnen. Dagegen spricht, abgesehen von 
der teilweise entgegengesetzten Beeinflussung von Lyse und Met- 
hämoglobinbildung in den vorliegenden Versuchen, vor allem die 
Beobachtung Hasselbalchs!), daß die Hämolyse unter Ultraviolettlicht- 
einwirkung auch im Vakuum eintritt, während die Veränderung des 
Oxyhämoglobins bei O,-Abschluß unterbleibt. Aber der ursächlichen 
Bedeutung einer physikalisch-chemischen Zustandsänderung des Hämo- 
globins ist damit nicht widersprochen. Erwähnt wurde die als höchster 


1) Hasselbalch, 1. с. 
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Strahlenwirkungsgrad beobachtete Flockung des Hämoglobins in gelb- 
glänzenden Teilchen, die mikroskopisch in den auf die völlige Hämo- 
1узе folgenden Niederschlägen sich neben der Stromaflockung fanden, 
wechselnd stark bei den verschiedenen An- und Kationen. In das 
der Flockung vorausgehende Denaturierungsstadium des Hämoglobins 
ist der Hämolysevorgang seitlich eingelagert, der letztere würde so- 
mit an die Dispersitätsänderung des Hämoglobins geknüpft erscheinen. 
Andererseits ist durch die Resistenzverminderung bestrahlter Körperchen 
im Zusammenhang mit der gleichartigen Resistenzverminderung von 
Körperchen, die durch mittlere La”-Konzentrationen entladen sind 
(von Bonin und Bleidorn) ein Hinweis auf die Bedeutung der Stroma- 
eiweißkörper gegeben, besonders unter Berücksichtigung der eingangs 
erwähnten Versuche von Michaelis und Takahashi. Durch vergleichende 
Untersuchungen an stromahaltigen und stromafreien Hämoglobin- 
lösungen ist es vielleicht möglich, einer Abgrenzung der an Blut- 
farbstoff und Stromasubstanz ablaufenden Vorgänge näherzukommen. 
Die Befunde beim Zusammenwirken von Bestrahlung und Schwer- 
metallionen erinnern vor allem an kürzlich mitgeteilte Untersuchungen 
von Menenghetti!) über das Ineinandergreifen von Iytischer und 
koagulierender Metallionenwirkung, das unter sonst gleichen Ver- 
hältnissen von der Konzentration der wirksamen Ionen abhängig 
ist. Es ist anzunehmen, daß die unter dem Einfluß der Bestrahlung 
beobachtete Verbreiterung des jeweiligen Wirkungsbereiches der be- 
treffenden Schwermetallkationen nach niedrigeren Konzentrationen 
hin erklärt werden kann durch veränderte Empfindlichkeit der 
Zellkolloide, die ihrerseits der Ausdruck der Beeinflussung des 
Dispersitätsgrades durch die Strahleneinwirkung ist. Für diesen 
Teil der Untersuchungen ist es durch die Befunde von Haffner?) 
ziemlich wahrscheinlich gemacht, daß eine Zustandsänderung des 
Hämoglobins den Erscheinungen zugrunde liegt. 

Über die Bedeutung der ermittelten Ionenreihen ist zu erwähnen, 
daß sie nicht nur die physikalisch-chemische Beeinflussung der 
Strahlenempfindlichkeit der Zelleiweißkörper zeigen, sondern auch 
den spezifischen Einfluß der einzelnen Ionen auf die strahlen- 
denaturierten Zelleiweißkörper. Er geht eindeutiger hervor aus 
späteren Versuchen von mir, in welchen bestrahlte Körperchen in 
isotonische Salzlösungen mit verschiedenem Anion und Kation noch 
während der Latenzzeit gebracht werden. Hier fanden sich die 
Hofmeisterschen Reihen ohne irgend eine der obigen Einschränkungen 
gültig sowohl für die Hämolyse als für die Flockung. 


1) Menenghetti, diese Zeitschr. 181, 38, 1922. 
2) Haffner, Pflügers Arch. 196, 15, 1922. 


390 Chr. Kroetz: 


| Tabellen. 

Abkürzungen: Lysegrade Sp = Spur, w = wenig, d = deutlich, m = 
mittelstark (Sichtbarwerden des Glühfadens einer Kohlenfadenlampe bei 
Betrachtung durch die Lösung hindurch), st = stark, k = komplett, f = fast. 

T = Trübung ohne makroskopisch erkennbare Flockung. N = flockiger 
Niederschlag. St = feinstflockige milchige Trübung der überstehenden 
Flüssigkeit (mikroskopisch größtenteils Stromata). AN = grobflockiger 
Niederschlag agglutinierter Blutkörperchen und Körperchentrümmer. 
А = Agglutination. М = Methämoglobinbildung. 


Tabelle Га. 
Ultraviolettlichthämolyse. Kationenreihe. Isotonische Chloridlösungen. 
0,2°, Hammelblutkörperchensuspension. Bestrahlungsdauer 15 Minuten. 
50 cm Abstand. 


Hamolysegrad nach t»Minuten Gesamtzeit 





Kation - SES. A сс = Fees Sa Т. М 
35 55 75 | 95 | 1440 
Li fw w m k N 
Na w d st k N 
K f m | f st k k N 
Rb m | st | k k N 
С; d (T) ' т (Т) Tkihi N N 
Tabelle Ib. 
Anderes Versuchsblut in gleicher Konzentration. 8 Min. Bestrahlungsdauer. 
28 4 68 108 | 148 ' 188 308 «28 

Li fw w d f m m .m-—st k k 
Na w fd fm m m—st, fst k k 
K d m m т — зї fst | st k k 
Rb fd fm f st st st | fk k > KE 
Cs fm(T) d(T) m(T) m(T) fst(T) st(N) K(N) N 
Mg о 0 р Iw w w w—d st 
Ca 0 0 Sp ° w а а d— т k 
Ba d 0 Sp wow | w w—d fk 


Ergebnis: In vier Versuchen mit langer Bestrahlungsdauer bei frühen 
und späten Graden der Lyse (Cs) >> Rb œ К >~ Na ~ Li, in zwei Versuchen 
mit 8 Minuten K œ Rb, zu Beginn, später КЬ `~ K, in drei Versuchen mit 
8 Minuten Bestrahlungsdauer anfangs und später Rb œ К. 


Tabelle Па. Chlorid. 
Röntgenhämolyse. Kationenreihe. Isotonische Chloridlösungen in a und b, 
isotonische Bromidlösungen іп с. 0,2% Körperchensuspension. In b 
und с dasselbe, aber von dem in а verschiedene Versuchsblut. Strahlung: 
Radiosilexapparatur, 80 Kilovolt, 8 Milliampere, 80 Minuten Bestrahlungs- 
zeit. 13cm Fokusabstand. Kartonfilter. 





Häamolysegrad nach t»Stunden Gesamtzeit 





Kation `- -— = == - — —-; © - = m 
2 | 3 11 22 37 | 61 97 

Li d fm fm m m st T 

Na d—m fm fm m m fk T 

к fm m st f st k k T 

Rb f m m fk k k k (T) N 

Cs f m fm(T) m(T) st (T) N N N 


24 с” a Жаба a ei en ванны винным 
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Ergebnis: In neun Versuchen in späten Lysestädien stets (Cs) 
> КЬ К > Ма = ГА, in frühen Stadien bei mittlerer Strahlenmenge 
(wie oben) dreimal (Cs) > КЬ > К, dreimal (Св) > ВЪ = К, einmal (Cs) 
“У K ~ Rb; bei kleiner Strahlenmenge (40 bzw. 48 Minuten) einmal (Cs) 
~ Rb œ~ К, einmal (Сз) > Rb = К. 


Tabelle 116. Chlorid. 











Hämolyse nach tStunden Gesamtzeit 








Kation | 

‚ЖЕ И жу. 
Ма | ға m | m-st 
K d тп — 5% k 
Ca Sp d | dm 
Ва _ w | m т— 8$ 

Tabelle IIc. Bromid. 
Na | st | fk ` k 
Ca | fm m st 
Ba | тп St fk 
Gleiches Ergebnis in fünf Wiederholungen von Tabelle IIb und Пс. 
Tabelle Illa. 


Wechselnde Konzentration des zu untersuchenden Kations. Ultraviolett- 
licht. Bestrahlungsdauer 15 Minuten. 0,2% Gehalt an Körperchen. 
Na: spez. Kation = 0: 5, в. Tabelle Та. 


Na : spez. Kation | Minuten Gesamtzeit 








SE CS о | 95 
айс лее Se? жы EE | eege an жалак Panzer zu НЕЧ. a Шин 
Li ! d m | k 
Na | d m | k 
K d | {К | k 
Rb | m k k 
Cs ' т (Т) kp ` N 
Tabelle IIIb. 
Na :spez. Kation 
= 19:1 
Li | fd | а fk 
Na | d— m m k 
K fd | т fk 
Rb | fd | fm k 
Cs | fd | m(T) N 
Sleiches Ergebnis in vier Wiederholungen. 
Tabelle IVa. 


Wechselnde Konzentration des zu untersuchenden Kations. Röntgen- 
versuche. Strahlung wie in Па. 0,2% Gehalt an Körperchen. 





Stunden Gesamtzeit 


Na : spez. Kation || 


Ge | SC 4 13 30 

i l fa © a rn | k 
Na | а d—m m-—st | К 
K а fm mst = k 
Rb | fm m | st k 
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Tabelle IVb. 


Stunden Gesamtzeit 





Na : spez. Kation 
= 19:1 


ee? 2 ` 4 13 30 ` 
LA | fd | d fm fk 
Na d d—m | т—в | К 
K fd | а т | k 
Rb d ’ @-т | m—st | k 
Cs fd  d-m(T) : m-st (Т). k 
Tabelle ТУ с. 


5 сет Suspensionsflüssigkeit, darin (isotonische Lösungen): 


Stunden Gesamtzeit 


кс [| Мас с - See 
3 | 13 .28 
0 5 | d ‚ т — вё | k 
0,25 4,75 w | m fk 
1,0 4,0 w-d ' m-st k 
2,5 | 2,5 | а st k 
5,0 i 0 | m fk k 





Während bei Versuch IVa und IVb Absorptionsunterschiede der ver- 
glichenen Proben vorliegen, sind die Absorptionswerte in Versuch IVe 
zwischen den einzelnen Gläsern unter 1°, voneinander verschieden, so 
daß gleiche physikalische Bedingungen vorliegen. In vier Wiederholungen 
dasselbe Ergebnis. 


Tabelle Va. 


Ionenantagonismus. Ultraviolettlicht. Ungewaschene Blutkörperchen zu 

0,4°, in der Suspensionsflüssigkeit enthalten. Bestrahlungsdauer 15 Min. 

Die verwendeten Suspensionsflüssigkeiten enthalten folgende Prozentmengen 
Substanz: 














| Lysegred nach Minuten Gesamtzeit 
9o Na СІ | 00 К СІ То Са Ch p= у 
| 35 Sp 75 | 95 125 








E "3 


0,9 — — w | m | fk k k 
0,846 0,04 0,04 м = fd fm т — st k 
0,873 | 0,04 — w fm st k k 
0.873 -l 0,04 w | 4 m st k 
Tabelle Vb. Andere Dispersionsmittel. 

35 45 75 | 255 1 1095 20m 
09 | — =. Дүй | kk k | T N 
0.86 0.03 0.03 d 'st—-k,.k | k ‚ T N 
1.83% Ха, 50, 0 Sp , Sp | Sp—w st fk 
8,75%, Rohrzucker ум |! м | у wW п\ st 


Bei allen Wiederholungen gleiches Ergebnis. In den Röntgenversuchen 
völlig parallele Resultate. 
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Tabelle VIa. Natriumsalze. 
‚Ultraviolettlichthämolyse. Anionenreihe. а) Isotonische Lösungen der 
Natriumsalze; b) Isotonische Lösungen der Calciumsalze. 0,2% Gehalt an 
Blutkörperchen. 15 Minuten Bestrahlung. 





i Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit 
| 40 | 90 | -175 iR. 1155 | 2400 











| 
SO, I 0 | бр | Sp | wW | т 
CSN | 8р w | d | fk N 
СІ | Sp | w-d st | k ON 
NO, m st | k k | N 
Br | e | d , вк k IN 

Tabelle VI b. Calciumsalze. 

60 | 120 195 1155 — 1500 | 2400 
CSN | Sp | Sp w à st k N 
С Sp w w m fk 

NO, | w d m k N 
Br ' Sp | w У m—st ` k | N 


In den Versuchen mit Bariumsalzen wird Cl und Br ebenso in späten 
Stadien der Lyse von CSN überholt. 


Tabelle VIIa. Na-Salze, mittlere Strahlenmenge. 
Röntgenversuche. Anionenreihe. а) Mittlere Strahlenmenge 80 Kilovolt, 
8 Milliamp., 80 Minuten; b) Kleinere Strahlenmenge 80 Kilovolt, 8 Miliamp., 
40 Minuten Bestrahlungszeit. 0,2%, Gehalt an Blutkörperchen. Natriumsalze 

in a und b; in c bei gleicher Strahlenmenge wie in a Bariumsalze. 





Lysegrad nach Stunden Gesamtzeit 


EE EECH 


ЗО, 0 Sp | Sp w 
CSN | Sp fm | st k 
Cl | Sp fd | fm т — 86 
NO, | d Ä st k | k 
Br | а | st | k | k 
Tabelle VIIb. Na-Salze, kleinere Strahlenmenge. 
| 6 | 13 | 25 45 
30 | Го || м. | Ze 
CSN р w | m | т — st fk 
Cl | Sp | d а – т | т 
МО, | w | fm | m | st 
Tabelle VIIc. Ba-Salze, mittlere Strahlenmenge. 
| 2 i 4 5 | 12 19 
см I w IA | аш fk | k 
Cl | Sp | fd d | d—m m 
NO, а а k | к 
Вг и fd | st | st | k k 


In allen Wiederholungen das für die genannten drei Сгарреп charak- 
teristische Verhalten (je vier Versuche). 
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Tabelle VIIIa. Lichtvesuch, 15 Minuten Bestrahlungszeit. 


Strahlenhämolyse in Anelektrolyten. Blutkörperchen in isotonischer 
Rohrzuckerlösung gewaschen, in den Suspensionen 0,2% Körperchen. 








| Lyse nach Minuten Gesamtzeit 
Robrzucker ` et? Let шы Т^ 










































































25 35 50 1080 1620 
5,0 0 w а ‘атм m m—st | М 
4,75 0,25 Sp Sp w w d— m N 
4,0 1,0 оо Sp Sp w d 
3 2 ‚ 0 0 Sp Sp wW d 
1 4 Sp Sp w wo d N 
0 5 d тъ k k k N 
In wiederholten Versuchen gleicher Befund. 
Tabelle VIIIb. Röntgenversuch. 
` Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit o 
Rohrzucker Na С! Ss Eë Se та E dE EE 
480 | 1560 | 2880 4320 | 
5,00 0,00 ОА d A АА АМ + ++ 
4,75 0,25 0 | w w AN 
4,5 0,5 0 0 | Sp АМ + + 
25 ; 2,5 0 0 | Sp АХ + 
1 4 | Sp d T 
0 5 | Ww т — зё fk | klar 
Tabelle IXa. 
Strahlenhämolyse bei Hypotonie bzw. Alkoholzusatz. 0,2%, Blutkörperchen- 
gehalt. 
| Unbestrahlt |  Ultraviolettlicht ` Röntgenbestrahlung — 
SE = с eeh AE EE РЕЙ E 
Na CI. Lösung Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit 
Met 0 25 | 100. 0: 235 0 100 150 em | 1 
0,9 0 0 0 w | а— т f st w d fm 
0.72 0 0 0 ға m | вї # т st kk 
0.675 0 0 0 m ‘m-—st fk k{(20) T(150) N 
0.585 d 0 Sp? {К | k М — — | — 
Tabelle IXb. 
| | | Ünbestrahle | | Ultraviolettlicht И о іони 
Hypotonische |, _ 2: BE a ур BEN EE 
Na Cl-Lösung | Lysegrad nach Minuten Gesamtzeit 
Mol ŒH.OH; 3 | 90 |120 30 | 60 10 10 | 20 e 7 
- 7 ыс НОЕ ы реси a ЕГ с EE =] e EE 
0 о о о | Sp | w k |Sp | Sp: w im-st 
0,7 0 0.0 м w k |! Sp Sp fm st 
1,2 о—|в d k ke w fst k 
1,7 d k |! m К Т. тт К k T 
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Tabelle Ха. 


Strahlenhämolyse und Schwermetallkationen. Die verwendete Konzen- 
tration der Schwermetallsalze ist in Mol pro Liter Suspensionsflüssigkeit 
angegeben. Gehalt der Suspensionen an Blutkörperchen beträgt 0,2%. 
Die wirksamen Metallkonzentrationen verschieben sich in den einzelnen 
Versuchen auch bei gleichen Körperchengehalt um ein weniges, offenbar 
infolge wechselnd großer Reste verbliebener Waschflüssigkeite. In den 
untereinander verglichenen Proben einer Reihe (unbestrahlt, Licht, Röntgen) 
ist stets dasselbe Blut verwendet, die genannten Unterschiede fallen des- 
halb weg. Lverl. = Lyse verlangsamt, Lbeschl. = Lyse beschleunigt 
gegenüber derjenigen in reiner isotonischer NaCl-Lösung. 


Zn (5 Ou | 





























„Mol 10 $ № ео EK Ч Е _ | Röntgenbestehlung 
2 SpA, М0 L Sp verl. M+ 0 Wirkung 
(gegen NaCl) 
70 Dasselbe Dasselbe ! Sp N 
105 AMO ‚ 80’ AN, part. Lyse (d), ST IN, Lyse kompl. 
210 AMO 24' AN, ‚„ „ (w) ST N, e < 
350 А МО 20 AN, „ „(8Sp-0, ST М ++, Lyse fk 
697 А МО | 10 АХ, keine Lyse, ST ++, „m 
1394 AMO :10 AN ,, ée. SE ++, „m 
Tabelle Xb. 
„Mol 1000 Unbestrablt Ultraviolettlicht D EES 
316 АО, М0, МО L Sp ver. M+ a Wirkung _ 
| | (gegen NaCl) 
52,8 А 0, МО, NO 96hN, Lyse part. (st), ST | Sp N 
105 | AO МО, NO 96hN, ,, » (m), ST Sp N 
318 п. 528 A0, МО, NO 60hN, „ „ (d) ST IN-+ 
1020 АО, МО, NO 485%, „ „ (SpP,ST N+ + 
2084 А +, Мо, МО 4hAN, keine Lyse, ST | — 
5100 А +, М0, NO 15 AN, „ ‚ ST | — 
Tabelle Xc. 
Mo z | Unbestrahlt Ultraviolettlicht |  Röntgenversuch 





0 Wirkung een Nacl) ‚0 Wirkung 
ı (gegen NaCl) 
0,74 АО, МО, LO ' LSp beschl. Dasselbe 
1,11 А0, МО, Lw—d Га 5 — 
296 АО, МО, Lst L st = part. (st) — 
7,40 АО, М0, Lkpl. Let Gel » (т) — 
59 АО, МО, Lk L st A e m = L deut]. Beschl. 
118 А0, М0, Lk 6h AN, Lyse part. (d), S | Dasselbe 
590 ·` АО, МО, Lk ‚б AN, „ Кепе, ST | — 


0,074 до, мо, L о. 
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Tabelle Ха. 
| мы" в | Unbestrahlt Ultreviolettlicht | Röntgenversuch 
016—082 А +, MO 0 Wirkung es NaCl) 0 Wirkung 
| (gegen NaCl) 
1,64—4,92 A+, MO L etwas Beschl. M + Sp besch). 
82-123, А+, М + L st besch), М + etwas beschl. 
16,4 А +, М + 10° AN, L раге (а), ST 46 М 
41—82 А +, М + 5 AN, L раге. (Sp, ST Жї 
Ag N O; Tabelle Xe. 
.tol 10 6 
0470,94 171, ЗрАО L Sp beschl., Lyse котрі. 0 Wirkung 
| (gegen NaCl) 
1,18—0,4 175 Ld—m АО L part. (st), ockergelb 4h N, Lfast kpl. 
11,8 | 19ҺЬТ,КАО L ee (а), э, 21 N, L m 
59 30 LkAO L „ (w), = 
94—118 10 LkAO 


590 , 


12’ АМ, L Sp, gelbbraun, ST 
236 5’ Lk,4bAN,ST 8 АМ, L keine, ST 
5 Lk, 4b AN, ST ЗАМ, L 


ээ 


ээ ээ 


ST 


Оъег die Spaltung der Eiweißstoffe mit Ameisensäure. 


Von 


N. D. Zelinsky und W. S. Ssadikow. 
(Aus dem Laboratorium für organische Chemie der Universität Moskau.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1923.) 


Für die Hydrolyse der Eiweißstoffe wurden bisher nur Mineral- 
säuren angewendet (HCl, H,SO,, HF); um den abiureten Zustand zu 
erlangen, sind größere Konzentrationen der Säure und dauerndes 
Kochen unbedingt notwendig. Dabei kommen aber sekundäre Zer- 
setzungen allerlei Art zustande; das Hydrolysat ist immer schwarz- 
braun gefärbt und enthält verschiedene, wenig definierbare Oxydations- 
und Zersetzungsprodukte, welche die Kristallisationsfähigkeit der 
eigentlichen Bausteine beeinträchtigen. Im Bestreben, ein milderes, 
aber noch wirksames hydrolytisches Reagens aufzufinden, haben wir 
das Verhalten der Ameisensäure gegen Eiweißstoffe studiert. 

Löst man Gelatine in 50proz. Ameisensäure und kocht, so ver- 
schwindet die Biuretreaktion nicht, auch nach 85stündigem Kochen. 

l ccm des „Hydrolysats‘‘ enthielt Stickstoff: 


Nach Kjeldahl . . . 0,03024g eventuell 100% 
‚‚ Sörensen. . . 0,00770g 5 25,46 % 
vn van Slyke . . 0,005595 в ve 16,22 % 


Zum Vergleich sei der Stickstoffgehalt des Hydrolysats von Gelatine 
nach 24stündigem Kochen mit 25proz. H,SO, angeführt. 
Leem des Hydrolysats enthielt Stickstoff: 


Nach Kojeldahl . . . 0,02464 р eventuell 100% 
vn Sörensen. . . 0,01750g = 71,02% 
‚ van Slyke . . 0,01693 g i 68,34 % 


Auch bei der Anwendung von 25proz. H,SO, beträgt die Menge 
des Aminostickstoffs (nach Sörensen) nur 71% des Gesamtstickstoffs; 
29% des Stickstoffs haben wir in tertiärer, eventuell anderer Form, 
welche nicht formoltitrierbar ist. Differenz zwischen Sörensen- und 
Siykestickstoff deutet auf die Anwesenheit von 2,08% Iminostickstoff 
im Hydrolysat. 
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Bei Ameisensäure sind die Verhältnisse wesentlich andere. In 
Form von Aminostickstoff finden sich nur 25,46 °/, des Gesamtstickstoffs; 
beinahe 75% desselben sind tertiär gebunden; auf Iminostickstoff be- 
rechnen sich 9,24% des Gesamtstickstoffs. 

Beim Kochen der Gelatine mit 50proz. Essigsäure, auch nach 
24 Stunden, konnte man keine Hydrolyse konstatieren; die Menge 
von formoltitrierbarem Stickstoff war sehr gering. 

Unternimmt man die Spaltung der Gelatine mit 10рго2. Ameisen- 
säure bei 180° (im Autoklaven), so verschwindet Biuretreaktion schon 
im Laufe von 3 Stunden. 

In Leem des Hydrolysats erhält man Stickstoff: 


Nach Kjeldahl . . . 0,02856 g eventuell 100% 
‚‚ Sörensen. . . 0,00945 g eg 33,1% 
‚ van Slyke . . 0,01148g gy 40,20; 


Zwei Drittel des Gesamtstickstoffs blieben іт tertiärgebundenen 
Zustande, obwohl das Hydrolysat abiuret war. Differenz zwischen 
Slyke- und Sörensenstickstoff deutet vielleicht auf die Anwesenheit 
von Glycylpeptiden, welche nur teilweise nach Sörensen, aber gänzlich 
nach Slyke bestimmbar sind. Die Menge solcher Glycylpeptide ist 
auf etwa 17% des Gesamtstickstoffs zu schätzen. Da durch Formol- 
titration ein Teil des Peptidstickstoffs doch bestimmbar ist, so dürfte 
die Menge der Aminosäuren im Hydrolysat weit unter 30% des Gesamt- 
stickstoffs ausmachen. 

Ähnliche Resultate wurden bei Einwirkung von 10рго2. Ameisen- 
säure bei 1809 auf Seide, Casein und Gänsefedern erhalten. 

Im abiureten Hydrolysat befindet sich formoltitrierbarer Stickstoff: 


In Seide . . . 55,6% des Gesamtsticktsoffs 
„ Casein. . . 43,3% » 5 
‚› Gänsefedern 40,1% ,, >. 


51,19, (nach Slyke). 

Der Mehrbetrag von Slykestickstoff über Sörensenstickstoff bei 
Federn ist durch die Anwesenheit von zahlreichen Diketopiperazin- 
ringen bedingt, welche den Stickstoff in einem Zustande enthalten, in 
welchem er nicht formoltitrierbar ist; beim Siykeverfahren werden 
diese Ringe gesprengt, und der Stickstoff wird der Bestimmung zu- 
gänglich. 

Ameisensäure bietet also keine Vorteile bei der Hydrolyse von 
Eiweißstoffen im Vergleich mit Mineralsäuren. Die hydrolysierende 
Kraft der Ameisensäure ist weit geringer als diejenige von Mineral- 
säuren. Das kann man schon in bezug auf das Verschwinden der Biuret- 
reaktion konstatieren. | 

Während sämtliche Proteine durch lproz. HCl bei 180° bereits 
im Laufe von 2 bis 3 Stunden abiuret werden, braucht man entweder 
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größere Konzentrationen der Ameisensäure oder längere Dauer der 
Einwirkung, um dasselbe Resultat zu erzielen. 
Folgende Tabelle zeigt diese Verhältnisse näher: 











Konzentration Zeit 





Eiweißstoff der Ameisensäure der Hydrolyse Biuretreaktion 
SE ___ h _ |__ Stunden — D 
| 

Gelatine ...' 10 | 3 = 
OI e e à 5 | 3 ge 
„ 5 6 ЕМЕ 
ei 1 6 | — 
УЗ 1 15 | — 
Сазет 1 “8 -- 
d 1 6 e 
7 1 9 i SÉ 
э e „ >è è 1 1 2 | + 
ээ . 1 15 | + 
gë SE Ee  ] 10 3 | 26 
Eieralbumin | 10 3 | > 
(EI 10 6 Ga 
‚ 50 1 | nn 
Fibrin 10 3 | — 
Hom..... 10 | 3 | = 
Kollagen 10 | 3 | — 


Essigsäure wirkt noch schwächer als Ameisensäure; eine 10proz. 
Lösung bei 3 Stunden und 180° genügt nicht, um Gelatine abiuret 
zu spalten. Organische Säuren sind demnach sehr wenig geeignet, 
als hydrolysierende Mittel für Eiweißstoffe zu dienen, sogar bei Be- 
handlung im Autoklaven. 

Die erwähnten organischen Säuren scheinen einen mehr konden- 
sierenden als spaltenden Einfluß auf Eiweißstoffe auszuüben. Übrigens 
ist die Entfernung von Ameisensäure aus dem Hydrolysat mit sehr 
großen Schwierigkeiten verknüpft. Auch nach 350stündiger Extraktion 
mit Äther enthalten sowohl Hydrolysat als Auszüge immer noch 
Ameisensäure. Durch überhitzten Dampf gelingt es nicht, die Ameisen- 
säure aus dem Hydrolysat auszutreiben. 

Die nähere Untersuchung von Spaltungsprodukten, welche bei 
Hydrolyse der Gelatine mit 10proz. Ameisensäure bei 1800 während 
3 Stunden entstanden, ergab folgendes: 

Nachdem Hydrolysat mit Äther extrahiert war, gewinnt man 
einen Sirup, der in Alkohol löslich ist. Der Ätherauszug hinterläßt 
ebenfalls einen in Alkohol löslichen Sirup, welcher keine Reaktionen 
auf Aminosäuren zeigt. Der Sirup aus dem mit Äther behandelten 
Hydrolysat erstarrt nach dem Einengen zu einer kristallinischen Masse. 
Diese letztere wird mit Essigäther ausgekocht, wobei ein Teil sich 
löst und beim Verdampfen einen Sirup hinterläßt, in dem wieder keine 
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freie Aminosäuren vorhanden sind. Dieser Sirup wird 6 Stunden lang 
mit konzentrierter HCl gekocht; auch in diesem Hydrolysat fehlen 
Aminosäuren. Im Sirup selbst waren vor der Hydrolyse keine Peptide 
oder Diketopiperazine anwesend, sondern irgendwelche, vielleicht 
kompliziertere Kondensationsprodukte derselben. 

Derjenige Teil des Sirupse, welcher in Essigäther unlöslich war, 
wurde in Alkohol gelöst und dreimal mit HO Gas esterifiziert. Мап 
konnte keinen Glykokollester abscheiden; es bildet sich viel NH,Cl. 

Die Ester wurden nach Æ. Fischer destilliert; aber bei 0,5 mm 
geht unter 100° nichts ins Destillat über; es sind keine bekannten 
einfacheren Aminosäuren im Sirup anwesend. 

Die Produkte, welche bei Druckhydrolyse der Gelatine mit Ameisen- 
säure entstehen, sind ganz anderer Art als bei gewöhnlicher Hydrolyse 
mit Mineralsäuren ; man trifft keine Aminosäuren an. Wahrscheinlich 
werden die Vorstufen der Aminosäuren, die Peptide, eventuell Diketo- 
piperazine, durch Einwirkung von Ameisensäure kondensiert, wodurch 
Derivate entstehen, die durch Ameisensäure nur äußerst schwer 
spaltbar sind. 


Über die Beziehungen zwischen katalytischen und fermentativen 
Spaltungen der Eiweißstoffe. 


Von 
W. S. Ssadikow und N. D. Zelinsky. 


(Aus dem Laboratorium für organische Chemie der Universität Moskau.) 


(#ingegangen am 12. Februar 1923.) 


Vollständige Hydrolyse eines Eiweißkörpers erreicht man ent- 
weder durch langstündiges Kochen mit konzentrierten Säuren oder 
bei Anwendung von sehr schwachen Säuren oder Alkalien bei Brut- 
temperatur unter Mitwirkung von Fermenten. 

Aber auch mit Hilfe von verdünnten Säuren ohne Teilnahme 
von Fermenten kann man die meisten Eiweißstoffe abiuret in kurzer 
Zeit spalten, wenn man bei Temperatur gegen 150 bis 180° arbeitet. 
Diese Art der Spaltung, bei welcher die Menge des hydrolysierenden 
Reagens eine geringe ist und einigermaßen katalytisch wirkt, wie es 
bei fermentativen Spaltungen der Fall ist, wird von uns als Katalyse 
der Eiweißstoffe bezeichnet. 

Nun ist festgestellt, даВ die Produkte einer solchen katalytischen 
Spaltung eines Proteins wesentlich andere sind als die Produkte einer 
gewöhnlichen, brutalen Hydrolyse. In letztem Falle haben wir die 
Aminosäuren vor uns, die Bausteine des Eiweißmoleküls, in ersterem 
Falle sind viel kompliziertere Verbindungen anhydridartiger Natur 
vorhanden, welche die Zwischenstufen zwischen Aminosäuren und 
verwickelten Ringsystemen von vielen Diketopiperazinringen, eventuell 
Peptinringen darstellen. 

Es wäre sehr wichtig, aufzuklären, ob bei rein fermentativen 
Spaltungen verschiedener Proteine auch ähnliche Anhydride entstehen, 
wie bei der Katalyse. Diese Frage konnte beantwortet werden, indem 
man vollständig fermentativ gespaltene Eiweißstoffe, z. B. Casein oder 
Gelatine, auf die Gegenwart von Anhydriden prüfte und dabei bis zu 
einem gewissen Grade quantitativ verfährt, d. h. die Ausbeuten an 
Äther-, Essigäther- und Chloroformextrakten in Betracht zieht. Da 
eine eigentliche quantitative Methode für Bestimmung der Menge 
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von einzelnen Fraktionen bei Katalyse der Proteine noch nicht aus- 
gearbeitet ist, so müssen wir zurzeit uns mit annähernden Schätzungen 
begnügen, welche einen orientierenden, allgemeinen Wert haben. 

Bei diesen Versuchen haben wir anstatt Salzsäure 1 proz. Phosphor- 
säure angewendet, da sie leichter aus dem Katalysat entfernt werden 
konnte und, wie wir vermuteten, einen viel milderen Einfluß auf An- 
hydride haben würde im Vergleich mit Salzsäure, die im Verlauf der 
Katalyse eine teilweise, allerdings ziemlich beschränkte Nachspaltung 
der Anhydride unter Bildung von freien Aminosäuren bewirkt. 


Versuch 1. (Gelatine.) 


a) 50 g Gelatine wurden mit 500 cem 1 proz. Phosphorsäure im Auto- 
klaven bei 180° 3 Stunden lang erhitzt. Katalysat war nur schwach gelblich 
gefärbt. Er wurde von Phosphorsäure durch Kalk befreit. Biuretreaktion 
war negativ. Triketohydrindenreaktion ist sehr schwach. Mit Cu(O H), 
beim Kochen gibt Katalysat eine blaue Flüssigkeit, was die Anwesenheit 
von Aminosäuren andeutet. Nach dem Eindampfen des Katalysats erhält 
man einen Sirup, welcher fast gänzlich in Alkohol löslich ist. Die alkoholische 
Lösung zeigt nach Abdampfen und nach dem Lösen des Rückstandes im 
Wasser keine für Aminosäuren charakteristische violette Färbung mit 
Ninhydrin, sondern eine kirschrote. Sie reduziert Silbernitratlösung, hat 
äußerst bitteren Geschmack und, was am auffallendsten ist, gibt mit 
Cu(OH), keine blaue, sondern grünliche Lösung. Aus der sauren Lösung 
des Katalysats werden mit Äther, Essigäther und Chloroform Anhydride 
ausgezogen. 

b) 50g Gelatine „vollständig gespalten“ mit Pepsin, Trypsin und 
Erepsin (Präparat nach Abderhalden, aus der Fabrik von Kalle) wurden 
in 500 eem 1 proz. Phosphorsäure gelöst und mit Äther, Essigäther und 
Chloroform extrahiert. Nach dem Erschöpfen mit diesen Extraktions- 
mitteln wurde die Lösung 3 Stunden auf 180° erhitzt und dann wiederum 
mit denselben Extraktionsmitteln ausgezogen. 


In Extrakten haben wir folgende Mengen von Anhydriden: 














| Vor der Katalyse | Nach der Katalyse 


o 














=_= Ee хаг ees SE Вен а асар Аита она Zn EC 2 
Ätherextrakt, Kristalle . . . | 0 | 23 
‚ тр .... 0,2 1,1 
Essigätherextrakt ..... 7,2 | 7,9 
Chloroformextrakt ..... | 0,3 | 0 u 
Im ganzen | 7,7 | 10,3 
18 % 


Bei der fermentativen Spaltung der Gelatine bilden sich An- 
hydride, hauptsächlich solche, die in Essigäther übergehen, im ganzen 
7,7%, der angewandten Menge der gespaltenen Gelatine. Nach dem 
Erhitzen im Autoklaven bilden sich noch 10,3% Anhydride. 

Abiurete fermentative Spaltung führt zu einem „Fermentolysat‘‘, 
welches ziemlich komplizierte Gemenge von Aminosäuren, Anhydriden 
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und Polypeptinen darstellt; diese letzteren werden im Autoklaven 
weiter unter Bildung von einfacheren an und Aminosäuren 


gesprengt. 
Im allgemeinen scheinen Fermentolysat und Katalysat eines 
Eiweißstoffes ähnlich zusammengesetzt. 


Versuch 2. (Casein.) 


а) 50g Casein wurden mit l proz. Phosphorsäure 3 Stunden lang 
auf 180° erhitzt. Fast alles ist in Lösung gegangen. Das Katalysat ist 
schwach gelb gefärbt und abiuret; Ninhydrinreaktion fehlt, Millonsche 
Reaktion ist positiv. In Äther gehen gegen 13%, des katalysierten Caseins 
über; in Essigäther 9,2%; in Chloroform 1,4%. 

Nach Entfernung von Phosphorsäure hinterläßt das Katalysat einen 
Sirup, welcher größtenteils im Alkohol löslich ist. Etwa 68% ist in 
Alkohol löslich. 

Äther, Essigäther, Chloroformextrakte geben keine Resktionen auf 
Aminosäuren. Der Alkoholextrakt zeigt mit Ninhydrin kirschrote, keine 
violette Färbung. Nur eine einzige Fraktion, nämlich die in. Alkohol un- 
lösliche, zeigt charakteristische Ninhydrinreaktion und Blaufärbung mit 
Са(ОН),. Grob geschätzt haben wir im Katalysat des Caseins höchstens 
nur gegen 10% Aminosäuren. 

b) Um die Frage zu beantworten, inwieweit die Dauer der Katalyse 
und die Konzentration der Säure von Einfluß sind, haben wir einerseits 
die Katalyse mit 1 proz. Phosphorsäure während einer Stunde und anderer- 
seits mit 4 proz. Phosphorsäure während 10 Stunden vorgenommen. 

Folgende Tabelle zeigt die Ausbeute an einzelnen Extrakten an. 


Dauer der en 


1 Stunde 3 Stunden 10 10 Stunden 
hr гоу Ber GE "iss, 4 ко үзен 


Aare "` | 
Kristalle ..... | 


Бөз erextrakt . . | 
Chloroformextrakt . . 1 25 | Se 
Im ganzen | 199 | 28 | 183 








Schon bei einstündiger Katalyse mit 1 proz. Säure ist die Gesamt- 
ausbeute an Anhydriden gegen 20%. Bei dreistündiger Katalyse wächst 
die Menge der Ätherfrektion, vermindert sich aber die Chloroformfraktion; 
die Gesamtausbeute erhöht sich auf 24%. Bei Anwendung von stärkerer 
Säure und längerer Dauer der Katalyse fällt die Gesamtausbeute auf 15 %. 

Wir haben hier also unzweifelhaft eine sekundäre Zersetzung der 
entstandenen Anhydride und nicht etwa eine Anhäufung derselben, 
was der Fall wäre, wenn die Anhydride selbst sekundär aus Amino- 
säuren durch Säure und Temperaturwirkung entstanden sein könnten. 

Eine größere Ausbeute von Anhydriden kann man durch ‚‚frak- 
tionierte Katalyse‘‘ erreichen, nämlich, wenn man Protein viele Male 


26? 
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und immer nur kurze Zeit mit schwachen Säuren katalysiert und 
jedesmal das Katalysat mit Extraktionsmitteln erschöpft. Dieses 
Verfahren gedenken wir bei Untersuchungen der Katalysate verschie- 
dener Proteine zu benutzen. 


с) 50 g fermentativ gespaltenen Caseins wurden іп 1 proz. Phosphor- 
säure gelöst und mit Äther, Essigäther und Chloroform extrahiert; dann 
3 Stunden lang katalysiert und wiederum extrahiert. 

Die Tabelle ana die Ausbeute an Anhydriden. 


Ене Сазе: Реа Casein "Casein nicht ferm. 
vor Katalyse nach Katalyse | nach Katalyse 


_% Iw "a 














Ätherextrakt: | | | 
Kristalle | | o о | 2 
SimP . 22... 07 | 38 i 11 

Essigätherextrakt 6,4 5,2 9,2 

Chloroformextrakt . 0 l 0 | 1,4 

Im ganzen 7,1 | 9,0 23,8 


16,1 °/о 


Bei fermentativer Zerlegung des Caseins bilden sich ebenso wie 
bei Säurekatalyse die Anhydride als Zwischenstufen zwischen höheren 
Polypeptinen und Aminosäuren. Die fermentative Spaltung ist aber 
keine vollständige, da die nachfolgende Katalyse noch eine neue Menge 
von Anhydriden herauslöst. Den Beweis dafür, daß die Aminosäuren 
von Anhydriden herstammen, ist in dem Wenigerbetrag der Gesamt- 
ausbeuten nach der Katalyse des fermentierten Caseins im Vergleich 
mit dem Betrage bei fehlender Verdauung zu ersehen. 

Fermentative Spaltung und Säurekatalyse der Eiweißstoffe sind 
chemische Vorgänge, welche in gleichem Sinne verlaufen. 





Über die Zusammensetzung 
des Blutes bei experimenteller Avitaminose. 


Von 


Р. М. Suski. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Februar 1923.) 
Mit 2 Kurven im Text. 


Eine der charakteristischsten pathologisch-anatomischen Erschei- 
nungen bei gewissen Formen der Avitaminose ist die Veränderung am 
Knochenmark. Das Knochenmark wird auffallend zellarm, verwandelt 
sich in sogenanntes „helles“ Mark und man sieht, wie noch jüngst 
Ishido (1) an vitaminfrei ernährten Ratten im hiesigen Laboratorium 
gezeigt hat, das Mark durchsetzt von großen Fettzellen. Diese Ver- 
änderungen des Knochenmarks können nicht ohne Rückwirkung auf 
die Blutbeschaffenheit bleiben. In der Tat findet man in Sektions- 
berichten von Menschen oder Tieren, die an einer Avitaminose zugrunde 
gegangen sind, häufig die Angabe einer auffallenden Anämie der Weich- 
teile. Ogata (2) und seine Mitarbeiter haben an mit poliertem Reis er- 
nährten Vögeln ebenfalls eine Anämie feststellen können. Cramer, Drew 
und Мойтат (7) fanden eine Abnahme der Lymphocyte kei Vermehrung 
der polymorphkernigen Elemente. Systematische Untersuchungen über 
die Morphologie des Blutes bei avitaminöser Ernährung liegen sonst 
bisher nicht vor. | 

Es war deshalb wünschenswert, weiteres Material zu dieser Frage 
zu sammeln. Zunächst galt es, in einer fortlaufenden Beobachtungs- 
reihe die Veränderungen zu studieren, die an allen Arten der Blut- 
zellen bei der sich entwickelnden Avitaminose allmählich hinsichtlich 
Form, Zahl und Mischungsverhältnis auftreten. Ferner hatte die 
Frage ein gewisses Interesse, ob dasjenige Vitaminquantum, das die 
Störungen in dem Blutbilde verhütet, auch genügt, um den Gewichts- 
sturz aufzuhalten und die nervösen Erscheinungen nicht zum Ausbruch 
kommen zu lassen. 
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Nun spielt ja in das ganze Vitaminproblem bekanntlich auch 
das Problem der Salzwirkungen hinein. Die bei Versuchen verwandte 
vitaminfreie Nahrung ist gewöhnlich auch sehr salzarm, und deshalb 
gibt man den Tieren Salzzulagen in Form der sogenannten Salzgemische, 
die vor allem aus Kochsalz und außerdem aus den für das Skelett 
und die Zellen der Weichteile notwendigen besonderen Salzen (Ca, P, 
Mg, K, Fe und J) bestehen. 

Zwar wird, wie kürzlich Hirabayashi (3) im hiesigen Laboratorium 
und neuerdings auch amerikanische Autoren dartaten, durch die Salz- 
gemischzulage zur Nahrung aus geschältem Reis bei Tauben das Leben 
der Tiere nicht wesentlich verlängert. Aber es wäre doch immerhin 
möglich, daß der Mangel an gewissen Salzen, abgesehen vom Kochsalz, 
einen schädigenden Einfluß auf die Knochenmarksfunktion und über- 
haupt auf die morphologische Blutbeschaffenheit haben könnte. 

Wenn es nun gelang, Tauben so weit mit beschränkten Vitamin- 
zulagen zu ernähren, daß trotzdem der Körpergewichtssturz und auch 
nervöse Erscheinungen in gewissem Umfange auftraten, und wenn man 
diese Tiere nun gleichzeitig salzarm mit Ausnahme des Kochsalzes 
fütterte, und wenn dann Störungen im Blutbilde ausblieben, während 
bei Kontrolltieren, die vitaminfrei, aber reichlich mit allen Salzen 
ernährt wurden, neben Körpergewichtssturz, schweren nervösen Er- 
scheinungen auch erheblichere Störungen in der morphologischen Blut- 
beschaffenheit auftraten, dann konnte aus alledem der Schluß gezogen 
werden, daß mit an Gewißheit grenzender Wahrscheinlichkeit nur 
ein sehr erheblicher Vitaminmangel bzw. völlige Vitaminfreiheit der 
Nahrung die Störungen im Blutbilde verursacht, und daß eine ver- 
hältnismäßig bescheidene Zufuhr von Vitamin genügt, um trotz der 
hochgradigen Armut der Nahrung an Zellsalzen (Ca, P, Mg, K, Fe, J) 
das Blutbild normal zu erhalten. Mit anderen Worten: nur der Vitamin- 
mangel und nicht der Mangel an Zellsalz ist dann für die pathologisch- 
anatomische Blutbeschaffenheit verantwortlich. Ob der Körper mehr 
oder weniger Zellsalz erhält, wäre dann hierfür gleichgültig. 

Der Einwand, daß bei dieser ganzen Versuchsanordnung etwa die 
vitaminfrei ernährten Tiere zu viel Zellsalze erhielten, und daß diese 
Salzmengen das Blutbild verändert haben könnten, und daß nicht 
der Vitaminmangel an der Blutbildstörung schuld sei, wird dadurch 
widerlegt, daß, wie ich eingangs bemerkte, die Anämie auch bei der 
spontan entstandenen menschlichen Avitaminose beobachtet wird. 

Ich habe noch einen anderen Befund beiläufig bei meinen Ver- 
suchen erhoben, der die Angaben in dem Buche von Funk (4) über 
die Entbehrlichkeit des fettlöslichen Faktors A für die Tauben in 
gewissem Sinne bestätigt. Ich hatte meine vitaminarm ernährten 
Tauben mit 3g Butter täglich bis zum 40. Versuchstage gefüttert, 
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das wären für einen Menschen von 70 kg Körpergewicht etwa 600 g 
frische Butter täglich. Die Tauben hatten also sicher genügend von 
dem fettlöslichen Faktor A erhalten, so daß dieser, wenn er bei den 
Tauben überhaupt stärker wirksam wäre, den Körpergewichtssturz 
hätte aufhalten müssen. Da aber der Gewichtsverlust trotzdem auftrat, 
so geht daraus hervor, daß für den Organismus der Taube der fett- 
lösliche Faktor A nur geringe Bedeutung hat. Ganz bedeutungslos 
ist er aber nicht. Vom 40. Versuchstage an erhielten die vitaminarm 
ernährten Tiere überhaupt keine Butter mehr, ebenso ließ ich in der 
Nahrung der vitaminfrei ernährten Tiere das Schweineschmalz fort. 
Es zeigte sich nun, daß, wie aus der Tabelle I und der Kurve 1 hervorgeht, 
die Gewichtsabnahme nach dem 40. Versuchstage bei den vitaminfrei 
ernährten Tieren, soweit sie genügend lange Lebensdauer hatten, in 
demselben Tempo weiterschritt, in dem die Gewichtsabnahme bisher 
verlief, während bei den vitaminarm ernährten Tieren der Butterverlust 
sich in einem merklich steiler abfallenden Gewichtssturz ausdrückte. So 
muß man doch wohl anerkennen, daß der fettlösliche Faktor A auch bei 
der Taube nicht ohne Einfluß auf die Körpergewichtsverhältnisse ist. 

Ferner gab ich jeder der vitaminarm ernährten Tauben täglich 
5g frischen Citronensaft. Auf ein Kind von 15 kg berechnet, würden 
das 225 ccm Saft sein. Auch das ist eine Menge, die ganz gewaltig 
dasjenige Maß überschreitet, das man an einer Avitaminose erkrankten 
Kindern an Citronensaft geben muß, um sie gesund zu machen. Auch 
die in dieser enormen Saftmasse enthaltene Vitaminmenge (Faktor A 
und C) genügte nicht, um Gewichtsverlust und nervöse Erscheinungen 
und schließlich auch in der Mehrzahl der Fälle den Tod der Tauben 
zu verhüten. Sie verhinderte nur die Entwicklung der Anämie. 

Diese quantitativen Betrachtungen beanspruchen deshalb ein 
besonderes Interesse, weil über die zur Verhütung gewisser Krankheits- 
erscheinungen erforderlichen Vitaminmengen nur sehr wenig bekannt 
ist, und weil auch aus meinen Beobachtungen wieder hervorgeht, 
daß das Bedürfnis an Vitamin und besonders an den einzelnen Vitamin- 
faktoren bei verschiedenen Arten (Taube, Maus, Ratte, Hund, Mensch) 
offenbar ein sehr verschiedenes ist. 


Versuche. 
Fünf Tauben wurden. mit vitaminfreier Nahrung gefüttert, die aus 
folgendem Gemisch bestand: 
Geschälter Reis. . . . . . 9 Teile 
Weizeneiweß ...... 1 Teil. 
Reis und Eiweiß wurden vor der Fütterung eine Stunde lang bei 130° С 
im Autoklaven erhitzt, und dann erhielten die Tiere davon nach Belieben 
zu fressen. Außerdem wurde jede Taube einmal täglich gefüttert mit 
Schweineschmalz ....... ЗЕ 
Salzgemisch ......... 18 
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Das Salzgemisch bestand aus 


Kochsalz . . . . . . .... ё véi e Air AN e e ы 2906 
Caleiumphosphat. . . . 2 2 2 2 2 2 2 200. 855 
Magnesiumphcesphat . . . . 2 2 2 22000. 85g 
Kaliumchlorid. . . 2 2 2222020. ... 30g 
Forrizitrat: а Ee ан а . 25р 


Jod 0,05 + Jodkali 0,1 als Jodjodkalilösung . , 5g 


Andere fünf Tauben wurden mit demselben Reiseiweißgemisch in 
gleicher Weise gefüttert. 
Außerdem erhielten diese Tauben täglich einmal: 


Frischen Citronensaft . . .. . 5 ccm 
Butter ..... Е RD 
Kochsalz . . . 2 2 2 2 2 200% 0,5 = 


Der Citronensaft wurde aus frischer Citrone herausgedrückt und durch 
ein einfaches Stück Gaze filtriert. Die Fütterung erfolgte indem man die 
mit dem Saft gefüllte Pipette tief in die Speiseröhre einschob, so daß keine 
Säure in die Luftröhre gelangen konnte. Etwa eine halbe Stunde nachher 
wurde die mit Kochsalz gemischte Butter gegeben. 

Zu Anfang der Versuche schien die vitaminfrei ernährte Taubengruppe 
viel lebhafter als die andere Gruppe, girrte sehr und fraß gut. Die vitamin- 
arm ernährte Taubengruppe war im Gegenteil viel weniger lebhaft und 
schwerer zu füttern. 

Nach 14 Tagen wurde das Verhalten der Tiere gerade umgekehrt. 
Die vitaminarm ernährten Tauben wurden nach und nach lebhafter, und 
die vitaminfrei ernährten Tiere wurden nach und nach ruhiger, schliefen 
viel und fraßen weniger und weniger. 

Einigemal geschah ев, daß gleich nach der Salzgemisch-Schweine- 
schmalzfütterung das Opistotonussymptom eintrat. Diese Beobachtung 
weiter zu verfolgen, behalte ich mir vor. 


Der Gewichtssturz. 


Diese Gewichtssturztabelle ist nicht sehr zuverlässig, weil, wie Funk 
(1. с.) gezeigt hat, der Mageninhalt viel damit zu tun hat. Im allgemeinen 
sind die Tauben gegen Mittag gewogen worden, und es ist möglich, daß die 
eine oder die andere mehr Futter im Magen hatte. Jedenfalls kann man 
aber zum mindesten einen schnelleren Gewichtssturz bei den vitaminfrei 
ernährten Tauben erkennen (Kurve 1). 


Zählung der roten Blutkörperchen. 


Die Zählung in den ersten 14 Tagen zeigte bei beiden Gruppen, daß 
die rote Blutkörperchenzahl über 4000000 war. Zufälligerweise fand ich 
die Zahl bei den vitaminfrei ernährten Tauben etwas höher, als bei den 
anderen Tieren. In den zweiten 14 Tagen jedoch hatte sich die Anzahl der 
roten Blutkörperchen bei der vitaminfrei ernährten Gruppe vermindert, 
und in den dritten 14 Tagen war die Zahl noch geringer geworden, während 
sich bei der. vitaminfrei ernährten Gruppe die Zahl sukzessive etwas ver- 
mehrt hatte. Bei der vitaminhaltigen Gruppe trat eine Hyperchromämie, 
bei der vitaminfrei ernährten Gruppe eine Hypochromämie auf. 
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Differentialzählung der weißen Blutkörperchen. 

Die Lymphocyten haben sich in 50 Versuchstagen bei den vitaminfrei 
ernährten Tauben etwas vermindert, während an ihnen gar keine Ver- 
änderung bei den vitaminhaltigen Tauben auftrat (Kurve 2). 

Die polymorphkernigen, neutrophilen und Übergangsformen haben 
sich in beiden Fällen nicht verändert (Kurve 2). 
eech.  Vitaminfrei ernährte Tauben Vitaminore ernöhrte Tauben 
tg? и д A o 9 2 и e 














Kurve 1. Veränderungen im Körpergewicht. 
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Kurve 2. Veränderungen im Blutbild. 


Die Hämoglobinprozente blieben bei den vitaminarm ernährten Tauben 
immer ungefähr dieselben, während sie bei den vitaminfrei ernährten 


Tauben allmählich gefallen sind. 
-Der Sauerstoffgehalt des Blutes, untersucht durch das Spektroskop, 
zeigte bei beiden Gruppen zwei OHb-Streifen, sowohl zu Anfang der Ver- 


suche als bis zuletzt. 
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Tabelle III. 
Differentialzählung der weißen Blutkörperchen. 





Während der Während der | Während der 




















' ersten 14 Tage |; zweiten 14 Tage — dritten 14 Tage 
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5 т вә ізо | в {ат | 28125 аз | 40 [11 
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> g Durchschnitt | 48,3. 30,5| 21,2| 59,2 25 ' 15,5 24 | 16,6 

Versuchsergebnisse. 


1. Im Verlauf der Avitaminose sinkt bei Tauben die Zahl der 
roten Blutkörperchen und der Hämoglobingehalt. Da gleichzeitig auch 
der Färbeindex unter die Norm heruntergeht, handelt es sich also um 
eine hypochrome Anämie. Die Ursache für die Hypochromie muß 
wohl in der durch den Vitaminmangel bedingten Eisenassimilations- 
störung, die Haramaki (5) und Yoshiue (6) im hiesigen Laboratorium 
nachwiesen, gesucht werden. Die Hypochromämie trat bei meinen 
vitaminfrei ernährten Tauben auf, obschon die Tiere mit dem Salz- 
gemisch besondere Eisenzulagen erhielten. Da bei den mit Vitamin, 
aber ohne Zellsalz und damit ohne besondere Eisenzulage ernährten 
Tauben der Färbeindex im großen und ganzen unverändert blieb, ja 
in einzelnen Fällen sich sogar eine Hyperchromämie neben einer mäßigen 
Vermehrung der roten Blutkörperchen entwickelte, so müssen die 
unzureichenden Gesamtvitaminmengen, die diese Tiere erhielten und 
die nicht für die Aufrechterhaltung des Körpergewichts und des Lebens 
genügten, für die Blutbildung und die Hämoglobinproduktion besonders 
günstig gewesen sein. Nun hat Yoshiue in seiner oben zitierten Arbeit 
gezeigt, daß für die Eisenassimilation fast ausschließlich der Faktor С 
und B, letzterer aber erst in zweiter Linie, in Frage kommen. Mit 
dem Citronensaft aber erhielten meine Tauben den Faktor C in reich- 
licher Menge. So zeigen auch meine Versuche aufs neue die Bedeutung 
der Vitamine und besonders der Faktoren C und B für die Verwertung 
des Eisens im Körper und speziell für die Hämoglobinerzeugung. 
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2. Die Salze (Ca, P, Mg, K, Fe, J) können an sich die durch den 
Vitaminmangel erzeugte Blutkrankheit nicht verhindern; im Gegenteil, 
selbst ihr Mangel in der Nahrung läßt bei genügender Vitamindarreichung 
(Faktor C) keine Störung im Blutbilde aufkommen, ja es kann sogar 
eine verstärkte Produktion von Blutzellen und Hämoglobin trotz des 
Salzmangels und speziell auch der Eisenarmut der Nahrung auftreten. 

3. Im Verlauf der Avitaminose sinkt die Zahl der Lymphocyten, 
es steigt aber die Zahl der polymorphkernigen Leukocyten an. Die 
übrigen Leukocytenarten zeigen keine Veränderungen in ihrer Zahl. 
(Bei den vitaminhaltig, aber zellsalzarm ernährten Tieren trat, im Gegen- 
satz zu den vitaminfrei ernährten Tieren, nur eine Vermehrung der 
Lymphccyten ein, während alle Formen der Leukocyten unverändert 
blieben.) Der Grund für die Abnahme der Lymphocyten kann wohl 
in der die Avitaminose allgemein begleitenden hypoplastischen Störung 
gesucht werden. Eine Ursache für die Vermehrung der polymorph- 
kernigen Leukocyten kann ich nicht angeben; möglich ist ja, daß es 
sich hier um eine Reaktionserscheinung handelt, da ja im Verlauf 
der Avitaminose auch toxische intermediäre Stoffwechselprodukte aller 
Wahrscheinlichkeit nach gebildet werden. 

4. Ein bestimmtes Vitaminquantum kann genügen, um eine be- 
stimmte Funktion des Körpers normal zu erhalten, während es für 
die Aufrechterhaltung anderer Funktionen insuffizient sein kann. 
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Bei einer Reihe kristallisierender, organischer Stoffe ist seit längerem 
als Zwischenstufe der Gelzustand bekannt. So bilden harnsaure 
Salze (1, 2), namentlich die des harnsauren Lithiums, beim Abkühlen 
aus ihrer wässerigen Lösung feste Gallerten, die sich allmählich in einen 
Kristallbrei verwandeln. Über die Gestalt und Formart der in Gelen 
enthaltenen Micellen liegen nur spärliche Angaben vor. In Seifen- 
gelen (3) wurde die Bildung zahlreicher Fäden beobachtet. Bei Palmi- 
taten, Stearaten und Oleaten fanden sich faserförmige Teilchen. Die 
Veränderungen, die ein Kaliumstearatkoagel im Laufe der Zeit erfährt, 
lassen schließlich unverkennbare Kriställchen entstehen. Im folgenden 
soll über Bildung und Eigenschaften der Chiningele (oder genauer 
der Gele salzartiger Verbindungen verschiedener Chininderivate) be- 
richtet werden und dabei die Struktur der Gele besondere Berück- 
sichtigung erfahren. 

Rona (4) und Takata haben zuerst die Gele des Chinins und 
Eucupins bzw. ihrer Salze beschrieben. Diese Versuche wurden nun 
erweitert und durch ein weiteres Beispiel, das Optochingel, ergänzt. 


1. Die Darstellung der Gele. 
a) Das Chininphosphatgel. 

Gibt man im Reagenzglas zu 1 cem einer 2 proz. Chininhydrochlor- 
lösung 1 ccm eines Puffergemisches einer einfach normalen Lösung von 
primärem-sekundärem Natriumphosphat = 1: l (Pa = 6,7) bei Zimmer- 
temperatur, so tritt innerhalb weniger Sekunden unter bläulich-milchiger 
Trübung der Flüssigkeit Gelbildung ein. Etwas später folgen Kristall- 
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keime, und nach etwa 15 Minuten ist die Auskristallisation unter Уег- 
flüssigung der ganzen Masse beendet. Verwendet man statt der 2 proz. 
eine l proz. Chininlösung oder erniedrigt man die Konzentration des 
Puffergemisches 2. В. auf %,-normal, so ist der Gelzustand unbeständiger. 
Die Gelbildung: geht langsamer vor sich, die Auskristallisation dagegen 
ist beschleunigt. Variiert man die H -Konzentration nach der sauren Seite 
hin, so bleibt die Gelbildung fast ganz aus, und auch bei Änderung der 
H -Konzentration der basischen Seite zu nimmt die Gelbildung schnell ab. 
Ebensowenig kommt es zur Gelbildung, wenn statt des Phosphatgemisches 
ein Acetatgemisch mit gleichem рн Verwendung findet. Auch andere 
Puffer mit variiertem рн lassen keine Gelbildung auftreten. Werden die 
Versuche zur Geldarstellung im Wasserbad bei einer Temperatur von etwa 
80° angestellt, so kommt es zu einer beschleunigten Auskristallisation, 
ohne daß die Gelzwischenstufe auftritt. Umgekehrt wird die Kristall- 
bildung bei ungefähr — 2° deutlich verzögert. Der (Gelzustand ist be- 
ständiger. Es scheint also die Gelbildung abzuhängen: von der Konzen- 
tration des Chinins, von der Art des Puffergemisches und seiner Konzen- 
tration, von der H-Konzentration und von der Temperatur. Die Gel- 
beständigkeit scheint in gewissen Grenzen und bei einem bestimmten ру 
mit der Konzentration des Chinins und des Puffers und umgekehrt mit 
der Temperatur zu wachsen. Struktur und optisches Verhalten des Chinin- 
gels sollen im Zusammenhang mit den Gelen des Optochins und Eucupins 
besprochen werden. Hier möge ein tabellarischer Überblick über die Ver- 












































suche folgen: 
= Nr. = Е . ИКИ ы | Beobschtäng nn 
1 Teil Chinin. 2% | Sofortige Gelbildung unter starker 
1 Teil Puffer . | n/l Na-Phosphat '  milchig-bläulicher Trübung der 
1 = рг. : век. 1:1 Flüssigkeit. Nach etwa 3 Mi- 
ТЕ ‚ 6,7 nuten Auftreten feiner Kristall- 
Temperatur 19°C keime. Nach weiteren 10 a 
| Auskristallisstion des 
| | Gels. Beim leichten Schütteln 
| | Verflüssigung. 
ni A ш Beobachtung С 
1 Teil Chinin . | Nach etwa 1 Minute allmāhlich 
1 Teil Puffer . ш Na- an hat | zunehmende Gelbildung unter 
| prim. — sek. 1:1 milchig-bläulicher Trübung der 
Юй ra 6,7 | Flüssigkeit. Schnell folgende 
Temperatur . | 19°C | Auskristallisatioin und Ver- 
| flüssigung. 
Nr. on Beobachtung — 
1 Teil Chinin. , 1% Schwache Gelbildung. Schnell 
1 Teil Puffer. n/2 Na-Phosphat | folgende Auskristallisation. 
| prim. — веК.1:1 ` 
Фн...... ‚ 6,7 
Temperatur . 19°С 
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1 Teil Chinin . | 1% | Auftreter feiner Kristalle. All- 











1 Teil Puffer . || п/1 Na-Phosphat mählich schwache Gelbildung. 
prim. — sek. 2:1 

Temperatur `1 19°С 

сз м ИЕН E Beobachtung ____ 











mu 
1 Teil Chinin. | 1% 


| Schnell vorübergehende Gelbil- 
1 Teil Puffer . | 0/1 Na-Phosphat 


dung. Rasches Auftreten der 

















prim. — sek.1:10 | Kristalle. 
ELER 7,7 
Temperatur 19°C u 
1 Teil Chinin . Klare Flüssigkeit. 


1 Teil Puffer . | nf Essigsäure: | 
|  Na-Acetat 1:100 | 

| 

| 


Nr. | 7. Beobachtung 

1 Teil Chinin . | 2% Klare Flüssigkeit. 
1 Teil Puffer. | п/б0 Weinsäure : п/2 
| weinsaures Na 1:1 











Рн...... | 4,4 | 
Temperatur | 19°C | 

Nr. | 8. | Beobachtung 
1 Teil Chinin . | 2% | Keine Gelbildung. Schnelles Auf- 
1 Teil Puffer. | n/l Na-Phosphat treten von Kristallen. 

prim. — sek. 1:1 

Рн-..... 6,7 | 
Temperatur . | etwa 80°C | 

Мг. 9. | Beobachtung 


| % 
‚ 0/1 Na-Phosphat 


D e œ | Е е D 
1 Teil Chinin . а 99 | Allmähliche Gelbildung. Im Laufe 


1 Teil Puffer . | von etwa 40 Minuten Aus- 
| prim. — sek. 1:1 | kristallisation. 
а | 6,7 
Temperatur . | etwa —2°C | 
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b) Das Eucupinacetatgel. 

Die Beschreibung des Eucupingels und seiner Darstellung ist 
bereits in der Arbeit von Rona und Takata enthalten!). 

Die Abhängigkeit der Entstehung dieses Gels von der H'-Konzen- 
tration und der Konzentration des Eucupinsalzes zeigen Versuche, 
in denen das Eucupin wie der рн variiert werden. Ebenso läßt sich 
der Einfluß des Anions erkennen. Wird an Stelle des Acetatgemisches 
ein Phosphat- oder Lactatgemisch benutzt, so fehlt jegliche Gallert- 
bildung. Bezüglich der zeitlichen Verhältnisse machen sich gleiche 
Einflüsse wie bei dem Chiningel geltend. Es scheint auch hier die 
Gelbeständigkeit von der H’-Konzentration, der Konzentration des 
Eucupins bzw. Eucupinsalzes und der Konzentration des Puffer- 
gemisches abzuhängen. Wird das Eucupin und das Acetat bei höherer 
Temperatur, z. B. bei 60°, zusammengegeben, so bleibt der flüssige 
Zustand längere Zeit bestehen. Der Vorgang der: Gelbildung läßt sich 
weiter durch Messungen der Viskositätszunahme, der Oberflächen- 
spannungsänderung und der Leitfähigkeit verfolgen °). Entstehung 
des Eucupingels und seine Verflüssigung sind reversible Vorgänge. 
Wird eine Eucupingallerte vorsichtig im Wasserbade erwärmt, so tritt 
langsam Verflüssigung ein unter dicht weißer Trübung des Gels. Bei 
etwa 55° ist das Gel restlos verflüssigt. Beim Abkühlen wird. jetzt 
die Gallerte viel durchsichtiger, als sie es vorher war. Erwärmen des 
Chinin- oder des Optochingels dagegen beschleunigt die Auskristalli- 
sation. Struktur und optisches Verhalten des Eucupingels sollen be- 
sonders besprochen werden. 

Es stellte sich während der Versuche heraus, daß das Eucupin auch 
mit dem Na-Acetat allein ein Gel bildet. Es lag nahe, weitere Chinin- 


derivate auf die Fähigkeit der Gelbildung bei Zugabe bestimmter Salze 
zu untersuchen. Es gelang das Optochinsulfat im Gelzustande darzustellen. 


с) Das Optochinsulfatgel. 


Gibt man im Reagenzglase zu 1 ccm einer 5 proz. Optochinbihydro- 
chlorlösung 1 cem Léen Ма-Би bei Zimmertemperatur, so entsteht 
sofort ein festes, weißes Gel. Bei Verwendung etwas niederer Salz- oder 
Optochinkonzentrationen tritt die Gelbildung langsamer ein. Das Optochin- 
gel ist beständiger als das Chiningel, weniger beständig als das Gel des 
Eucupins. Die Auskristallisation tritt mehrere Stunden oder noch später 
nach Herstellung des Gels auf. Hier ist eine Bemerkung naheliegend. 
Betrachtet man die Strukturformeln des Chinins, Methylhydrocuprein, 
des Optochins, Äthylhydrocuprein, und des Eucupins, Isoamylhydro- 


1) Anmerkung: In der Arbeit von Rona und Takata wurde (auf 5. 98, 
Zeile 6 von unten) еше 0,5 proz. Eucupinlösung benutzt und nicht wie 
es dort infolge eines Druckfehlers heißt 0,05 proz. Eucupinlösung. 

2) |. с. 
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cuprein, so fällt auf, daß die Gelbeständigkeit mit der Länge der Seiten- 
ketten in den Formeln wächst oder umgekehrt, daß die Kristallisations- 
geschwindigkeit mit der Kürze der Seitenketten zunimmt. Das Vuzin 
(Isoctylhydrocuprein), das eine noch längere Seitenkette besitzt, ließ sich 
bisher bei Zusatz verschiedener Salze nicht im Gelzustande darstellen, 
sondern blieb z. B. bei Zugabe von Na-Nitrat in milchigtrübem, flüssigem 
Zustande. Ob aber Zusammenhänge zwischen Kristallisationsgeschwindig- 
keit und Konstitution bestehen, kann an dieser Stelle nicht entschieden 
werden. Gibt man zum Optochin statt des Sulfats ein Puffergemisch, 2. В. 
тїз /1 Na-Phosphat, primären sekundäres = 1: 1, so kommt es nicht zu einem 
festen Gel. Es entsteht ein milchig-weißer Niederschlag, in dem sich mikro- 
skopisch feine Kriställchen von einer zarten Gallerte umhüllt erkennen 
lassen. Daß durch Erwärmen des Optochingels die Auskristallisation 
beschleunigt wird, wurde bereits erwähnt. Struktur und optisches Ver- 
halten des Optochingels sollen weiter unten beschrieben werden. 


Hier sei eine Tabelle zur Geldarstellung gegeben: 





















































Nr. |, 1. Beobachtung 
1 Teil Optochin | 5% Sofort’ festes, weißes Gel. Nach 
1 Teil Salz п/2 Na-Sulfat 24 Stunden keine Veränderung. 
Temperatur Zimmertemperatur 
| Nr. ` 2. р | Beobachtung 
1 Teil Optochin | 5% Nach einigen Minuten milchig- 
1 Teil Salz n/4 Na-Sulfat blaues Gel. Nach 24 Stunden 
Temperatur Zimmertemperatur einzelne Kristalle. 
Nr. | 3. | ', nn Beobachtung = u 
1 Teil Optochin || 1,6 % e |Helle bläuliche Gallerte. Мас 
] Teil Salz n/2 Na-Sulfat einigen Stunden Auftreten von 
Temperatur Zimmertemperatur Kristallen. 
Е Nr. | | Г 4. | Б Beöbechtüng: ` 
] Teil Optochin 4% Blauweißer, zusammenhängender 
l Teil Puffer . n/l Na-Phosphat Niederschlag. 
prim. — sek. 1:1 
н... s. e e 6,7 |" 
Temperatur . Zimmertemperatur | 


2. Beobachtungen über die Entstehung und den Bau der Gele. 


a) Das Eucupinacetaigel. 

Vermischt man im Reagenzglas gleiche Teile einer 1 proz. Eucupin- 
lösung und einer n/l Natriumacetatlösung bei Zimmertemperatur, so 
erhält man zunächst eine weiße, milchig trübe Flüssigkeit. Bald jedoch 
wandelt sich diese — indem sie sich wieder aufhellt — in eine ziemlich 
steife Gallerte um, und zwar erfolgte dieses Klarwerden in unseren 
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Versuchen regelmäßig von unten nach oben. Das Gel wächst, indem 
es die weißtrübe Flüssigkeit zu verdrängen scheint. Eine schwache 
Trübung bleibt auch dann noch bestehen, die offenbar durch viel 
feinteiligere Partikeln hervorgerufen ist als die zuerst entstehende starke 
Trübung. Im Gegensatz zu der weißen Farbe derselben erscheint sie 
nämlich blaugrau im auffallenden und gelbbraun im durchfallenden 
Lichte. Konzentriert man mittels einer Linse das Licht auf die Gallerte. 
so sieht man einen sehr kräftigen Tyndallkegel. Mit einem Nicolschen 
Prisma ist leicht die fast völlige Polarisation des unter 90° von ihm 
ausgehenden Lichtes festzustellen, wiederum ein Zeichen für die Feinheit 
der abbeugenden Teilchen. 

Entnimmt man dem Reagenzglase mit Hilfe eines Glasstabes eine 
Probe der Gallerte und bringt sie auf einen Objektträger, so bemerkt 
man, zumal beim Auflegen und Andrücken des Deckglases, wie durch 
die mechanische Beanspruchung leicht dauernde Deformationen unter 
Austritt von Flüssigkeit hervorgebracht werden. Bei schwacher Ver- 
größerung schon erkennt man das bereits von Rona und Takata (4) 
beschriebene Bild. In die ausgetretene Flüssigkeit eingebettet, unter- 
scheiden sich die Gallertteilchen nur schwach von dieser. Sie haben 
also einen nicht viel höheren Brechungskoeffizienten. Deutlich heben 
sich nur die zahlreichen, länglichen und breiteren Blättchen ab. Das 
Bild ist genau das gleiche wie das von Lithiumuratgallerten (5). Zwischen 
gekreuzten Nicols zeigen diese weichen Bänder eine recht kräftige 
Doppelbrechung, deren Vorzeichen unter Zuhilfenahme des Gips- 
plättehens vom Rot erster Ordnung leicht als positiv zu erkennen ist, 
d. h. der mit seinem elektrischen Vektor parallel zur Längsrichtung 
schwingende Strahl wird stärker gebrochen als der senkrecht dazu 
schwingende. 

Bringt man auf einen ÖObjektträger neben den Tropfen einer 
Eucupinlösung den einer Acetatlösung und betrachtet sofort nach dem 
Vermischen, so sieht man bei stärkerer Vergrößerung ein Gewimmel 
feinster Teilchen. Der bei stärkster Vergrößerung deutlichen Kugel- 
gestalt zufolge sind es wahrscheinlich Tröpfchen. Sie zeigen, je nach 
ihrer Größe, eine mehr oder minder lebhafte Brownsche Molekular- 
bewegung, die zum mindesten in einem starken Zittern auf der durch 
größere Strömungen verursachten Bahn besteht. Diese Strömungen 
hören kaum auf, bevor — meist an mehreren Stellen des Gesichts- 
` feldes gleichzeitig — helle, klare Flecken іп dem sehr trüben Präparat 
entstehen. Mit zunächst großer Geschwindigkeit breiten sich diese 
Flecken ziemlich kreisförmig nach allen Seiten aus, solange Platz dazu 
vorhanden ist. An den klar gewordenen Stellen sind die Tröpfchen 
verschwunden, nur ganz schwache Ungleichmäßigkeiten verraten die 
Gegenwart einer zweiten Substanzphase. Das völlige Fehlen der 
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Brownschen Molekularbewegung an den vereinzelten, winzigen Über- 
resten der vorher bewegten Teilchen zeigt, daß es sich um Gallertgebiete 
handelt. Besonders auffallend ist das Verhalten der Tröpfchen während 
der Entstehung dieser Gallertkugeln. Sie eilen nämlich mit großer 
Geschwindigkeit auf das ihnen nächste klargewordene Gebiet’ zu, 
verlangsamen an dessen Rande ihre Brownsche Molekularbewegung 
und ihre Bewegung auf das Zentrum zu immer mehr, werden dabei 
kleiner und kleiner, bleiben stecken und verschwinden schließlich voll- 
ständig. Zuweilen auch verschwinden sie nicht restlos, und es bleiben 
dann winzige schwarze ‚Pünktchen zurück, die vielfach Kreise um die 
Zentren als Mittelpunkte bilden. Die Auflösung der Tröpfchen erfolgt 
offenbar dadurch, daß eine stabilere, schwerer lösliche Phase als 
disperse Phase des Gels zur Abscheidung gelangt und dadurch die 
Konzentration der Außenlösung herabgesetzt wird. Wahrscheinlich 
werden Tröpfchen von einer konzentrierten Lösung von Eucupinacetat 
gebildet, die mit der verdünnten nicht mischbar ist, ein Fall, wie er 
z. B. beim Phenol-Wassergemisch bekannt ist. Auf die zentripetale 
Bewegung der Teilchen soll weiter unten noch einmal eingegangen 
werden. Die Ausdehnung der einzelnen Gallertteile nimmt solange 
zu, bis sie — sich gegenseitig zu unregelmäßigen Polygonen be- 
grenzend — das ganze Gesichtsfeld erfüllen. Die trennenden Grenz- 
gebiete erscheinen dann als helle, völlig klare Streifen. 

Beleuchtet man ein derart entstandenes Präparat recht stark und 
zieht die Irisblende des Kondensors so weit als möglich zusammen, 
so sieht man die Mitten der zuvor kreisförmig gewachsenen Gebiete 
durch dunkle Kerne markiert. Ganz zart sieht man von ihnen radial 
ausgehende Strahlen. Die noch vorhandene schwache Trübheit der 
Gallerte ist in der Nähe der dunklen Kerne am stärksten. Man hat 
den Eindruck, es handle sich um sphärolithisch gebaute Drusen äußerst 
feiner Kriställchen, um Drusen, die sich von den eigentlichen Sphäro- 
lithen dadurch unterscheiden, daß sie nicht massiv sind, sondern viel- 
mehr zum größten Teil aus eingeschlossener Flüssigkeit bestehen. 
Dabei sind die Nädelchen so fein, daß sie überhaupt nicht oder nur zu 
einem ganz geringen Bruchteil direkt mikroskopisch zu erkennen sind. 
Auch die eben erwähnten ‚Strahlen‘ sind wohl noch Aggregate davon 
bzw. kommen durch ihre mehr oder minder dichte Lagerung zustande. 

Hat man das Präparat nicht mit einem Deckglase bedeckt und 
trocknet es demzufolge ein, so treten die Grenzgebiete als immer heller 
leuchtende Streifen immer stärker hervor. Auch die radialstrahlige 
Faserung wird gröber und deutlicher. Offenbar handelt es sich bei 
diesen Veränderungen hauptsächlich um Wirkungen der sich immer 
stärker krümmenden Oberfläche, die den verschiedenen Gallertteilen 
verschiedene Linsenwirkungen erteilt. Eine solche Krümmung der 
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Oberfläche scheint auch ohne Eintrocknung sofort bei der Gallert- 
bildung zu entstehen. 

Das Bild, das man beim Herstellen der Gallerte unter Dunkel- 
feldbeleuchtung (mit dem Paraboloidkondensor) erhält, ist sozusagen 
das Negativ des im Hellfeld beobachteten. Die Tröpfchen erscheinen 
hier als sehr helle Kügelchen auf dunklem Hintergrund. Ihre Bewegung 
ist noch besser zu beobachten als zuvor. Die Mitten der Gelbildung 
erscheinen als helle Flecken, deren Helligkeit nach außen abnimmt. 
Die Grenzgebiete erscheinen als dunkle Streifen. Die Radialstruktur 
ist nicht immer deutlich. Ist sie aber vorhanden, so erweist sie sich 
als nicht streng radial. Es finden vielfach Verästelungen statt, wobei 
neue Teilzentren entstehen und das ganze Einzelfeldl mehr eine 
büschelige oder bäumchenförmige Struktur erhält. In manchen Fällen 
wird die Radialstruktur nur deutlich durch einzelne kleine Fasern, 
die — die dunklen Zwischenräume durchquerend — die benachbarten 
Felder miteinander verbinden. Betrachtet man eine solche Faser durch 
ein Ntcolsches Prisma, so erscheint sie dunkel, wenn sie senkrecht zu 
der vom Nicol hindurchgelassenen Schwingungsrichtung steht, hell 
nach einer Drehung von 90%. Muß eine optisch isotrope Nadel bereits 
ein solches Verhalten zeigen, во hat man es von einer optisch positiven 
a fortiori zu erwarten, und daß es sich sicherlich um solche positiv 
doppelbrechenden Nädelchen handelt, geht aus den weiter unten be- 
schriebenen Beobachtungen hervor. Die Untersuchung mit dem 
Cardioidultramikroskop brachte nichts Neues. Ев gelang übrigens 
nicht, den Emulsionszustand in der Quarzkammeer sichtbar zu machen. 
Wahrscheinlich ist die Zeit, die die Herstellung des Präparats erfordert, 
zu groß, um ihn vor der (in der kapillaren Schicht vielleicht noch 
beschleunigten) Gelbildung beobachten zu können. 

Zwischen gekreuzten Nicols erkennt man in den auf dem Objekt- 
träger hergestellten, dünnen Gelschichten nur bei kräftiger Beleuchtung 
wesentliche Strukturen. Neben der sehr schwachen, allgemeinen Auf- 
hellung, die vermutlich durch diffus zerstreutes Licht hervorgebracht 
wird, und einigen helleren Unregelmäßigkeiten bemerkt man um die 
Stellen, an denen im gewöhnlichen Lichte bei enger Blende die dunklen 
Kerne zu sehen waren, nicht sehr große, schwach aufgehellte Gebiete 
mit einem dunklen Kreuz parallel zu den Schwingungsrichtungen des 
durch die Nicols hindurchtretenden Lichtes. Diese Kreuze verändern 
natürlich beim Drehen des Objekttisches ihre Richtung in bezug auf 
das Mikroskop nicht, bzw. sie scheinen sich in dem Präparat zu drehen. 
Die Doppelbrechung ist meist so schwach, daß man mit dem Gips 
Rot I gerade noch deutlich die violette Additions- und kaum noch die 
gelbrote Subtraktionsfarbe sehen kann. Die Lage dieser Farben (der 
rechte obere und der linke untere Quadrant sind violett, die beiden 
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- anderen gelbrot) zeigt, daß die Radien sich wie optisch positive Kristall- 
nadeln verhalten. 

Führt man in ein solches Präparat unter dem Mikroskop eine 
Nadel ein, so sieht man, daß die inneren Teile der einzelnen Gallert- 
klümpchen ат festesten sind. Die Gallerte zerreißt hauptsächlich 
längs der Trennungsstreifen. Beim Zusammenschieben werden auch 
wieder die äußeren Teile deformiert. Sie werden anscheinend in sich 
zusammengeschoben, wulsten sich dabei auf und erhalten scharfe, sich 
stark abhebende Konturen. Sie sehen nunmehr wie weiche gebogene 
Blätter oder Bänder aus und dürften den Urtyp der von Rona und 
Takata und hier weiter oben bereits beschriebenen Gebilde in den 
stark deformierten Gelen sein, wie sie auch in den entsprechenden 
Lithiumuratgallerten auftreten. Da die Gallerten des Optochinsulfats 
dem Wesen nach die gleichen Strukturen zeigen, dabei aber gröber 
und leichter erkennbar sind, haben wir diese zu den unten wieder- 
gegebenen Abbildungen benutzt. 

Erwärmt man ein im Reagenzglase befindliches Gel von Eucupin- 
acetat im Wasserbade auf etwa 50 bis 55°, so wird es weiß und undurch- 
sichtig und löst sich gleichzeitig langsam bis auf einen Rest einer weißen 
Masse auf. Diese erweist sich unter dem Mikroskop als undurchsichtig, 
nicht doppelbrechend, wohl amorph. Wird das Gel durch vorsichtiges 
Erwärmen zum zweitenmal verflüssigt, so bildet es beim Erkalten 
eine fast wasserklare Gallerte. Die in ihr unter dem Mikroskop sicht- 
baren bandförmigen Gebilde erscheinen weniger zahlreich, aber wesent- 
lich länger. Bei weiterer Wiederholung des Erwärmens und Abkühlens 
erhält man schließlich überhaupt kein Gel mehr. Wahrscheinlich 
wird jedesmal ein Teil des Eucupinacetats in der Form jener weißen 
Masse aus der Lösung entfernt, wodurch die Konzentration schließlich 
zu gering wird. Als Salz einer schwachen Base und schwachen Säure 
dürfte das Eucupinacetat in wässeriger Lösung ziemlich weitgehend 
hydrolysiert sein. Durch Temperatursteigerung wird diese Spaltung 
im allgemeinen noch verstärkt. Es läßt sich daher vermuten, daß 
.die weiße Masse aus freier Base bzw. basischem Salz besteht. Weniger 
wahrscheinlich ist die Annahme, daß die abgeschiedene Masse nicht 
ein Zersetzungsprodukt, sondern eine stabilere Modifikation darstellt. 

Stellt man das Gel aus Essigsäure-Natriumacetatgemisch (1:1) 
und lproz. Eucupinchlorid her, so erfolgt die Gelbildung, ohne daß 
die opake Emulsion aufgetreten wäre. Hierbei entstand bei unseren 
Versuchen das Gel regelmäßig von oben her. Dies liegt ebenso wie die 
regelmäßig von unten her eintretende Aufklärung im Falle der Her- 
stellung aus neutraler Acetatlösung vermutlich an geringen Konzen- 
trationsunterschieden infolge von nicht ganz gleichmäßiger Durch- 
mischung. Die Tatsache, daß hier die Emulsionsbildung ausbleibt, 
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könnte vermuten lassen, daß die Abscheidung mit der Hydrolyse 
zusammenhinge, daß es sich also um Hydroxyd oder basisches Salz 
bzw. Lösungen davon handle. Daß es aber die gleiche Abscheidung 
wie beim Erwärmen ist, ist nicht anzunehmen. Der Bau des Gels ist 
entsprechend dem mikroskopischen Bilde der gleiche wie bei der ersten 
Herstellungsart. Beim Erwärmen verflüssigt es sich restlos, was im 
Einklang mit der Annahme steht, daß die oben erwähnte Abscheidung 
beim Erwärmen durch Hydrolyse zustande kommt. 

Wird das Gel mit schwächeren Eucupinlösungen hergestellt (1 bis 
1/,%), so erscheinen die Blättchen immer weniger zahlreich und das Gel 
wird immer klarer. 

b) Das Optochinsulfatgel. 

Dieses Gel erhält man am besten aus gleichen Teilen einer 5 proz. 
Optochinchloridlösung und einer n/25 Natriumsulfatlösung. Makro, 
skopisch verhält es sich dem Eucupinacetatgel ähnlich. Die Farbe 
im auffallenden Lichte ist milchig graublau, im durchfallenden gelblich- 
braun. Auch mikroskopisch zeigt es unmittelbar nach seiner Her- 
stellung ein den Eucupingel ähnliches Bild. Nur weisen viele der radial- 
strahlig gebauten Sphärolithdrusen mit den ebenfalls optisch positiven 





Abh. 1. Abb. 2. 


Radien konzentrisch schaligen oder meistens einen sonderbarerweise 
spiraligen Aufbau. Abb. 1 zeigt die Aufnahme eines derartig spiralig 
gebauten Sphäriten. Die Bildung dieser Formen erscheint noch ziemlich 
rätselhaft. Sie sind in vielen Präparaten so häufig, daß das ganze 
Gesichtsfeld aussieht wie besät mit einer Unzahl winziger Ammoniten. 
Noch zahlreicher sind diese Sphärolithe bei Benutzung einer п /2 Natrium- 
sulfatlösung. Bei Dunkelfeldbeleuchtung sieht man ähnlich wie beim 
Eucupinacetat hellere kugelige Gebilde in einer dunkleren Grundmasse, 
den Sphärolithen entsprechend. Das Auftreten faseriger Teilchen ist 
hier noch häufiger. 
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Zuweilen tritt auch beim Optochinsulfat zunächst eine zweite 
flüssige Phase auf. Der Verlauf der Umwandlung in das Gel, insbe- 
sondere auch die Bewegungen der Tröpfchen, ist im allgemeinen der 
gleiche wie beim Eucupinacetat. Nur ist hier außer dem Verschwinden 
der an ein Gelgebiet gewanderten Tröpfchen öfters eine Anlagerung 
und dann eine starke Vergrößerung derselben unter gleichzeitigem 
Verblassen der Umrisse zu beobachten. Die Gelbildung kann also 
nicht nur unter Auflösung der flüssigen Phase, sondern auch unter 
Übergreifen des Kristallisationsprozesses auf diese erfolgen. Abb. 2 
stellt die Mikrophotographie einer auf dem Objektträger hergestellten 
Gallerte von Optochinsulfat bei enger Blende und intensiver Beleuchtung 
dar. Von links unten her ist Р 
eine Nadel in das Präparat ein- 
geführt worden. Man sieht deut- 
lich, wie die Gallerte entlang der 
Trennungslinien zerrissen ist. In- 
folge der — bei der langen Expo- 
sitionsdauer unvermeidlichen — 
Eintrocknung des wegen der д 
Einführung der Nadel nicht zu 
bedeckenden Präparats sind zwar 
die ursprünglichen Strukturen 
(die dunklen Kerne, die ungefähr 
radialstrahligen Polygone und 
die hellen Trennungsstreifen) sehr 
stark zum Vorschein gekommen. 
Dagegen heben sich die scharfen 
Begrenzungen der zusammengeschobenen Teile kaum noch ab. Abb. З 
zeigt genau die gleiche Stelle des Präparats zwischen gekreuzten Nicols. 
Hier sieht man die Aufhellung mit den dunklen Kreuzen um die Kerne 
herum und vor allem die jetzt durch ihre Helligkeit sich stark ab- 
hebenden Lamellen, welche durch Kompression entstanden sind. 
Letztere liegen stets zwischen je zwei Feldern. P und A geben die 
Schwingungsrichtungen von Polarisator und Analysator an. 

Die Haltbarkeit der Optochinsulfatgallerten ist wesentlich geringer 
als die der Eucupinacetatgallerten. Bereits nach kurzer Zeit scheiden 
sich große Kristalle ab, die meist fächerförmig zusammengelagert 
sind. Wird das Gel mittels einer Nadel mechanisch gestört, so erfolgt 
die Kristallbildung an diesen Stellen besonders rasch. 

Gibt man zu einer 2 proz. Optochinlösung n/l Natriumphosphat 
(primär : sekundär = 1:1), so erfolgt eine Ausflockung. Unter dem 
Mikroskop sieht man Sphärolithe mit schwach positiv doppelbrechenden 
Radien in einer ganz zarten Gallerte. 





Abb. 3, 
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c) Das Chininphosphatgel. 

Dieses Gel erhält man am besten aus gleichen Teilen einer 2 proz. 
Chininchloridlösung und n/l Natriumphosphat (primär: sekundär 
= 1:1). Sein Aussehen ist das gleiche wie das der beiden anderen 
Gallerten. Es entsteht außerordentlich rasch. Unter dem Mikroskop 
sieht man zwischen gekreuzten Nicols kleine, lichtschwache Sphärolith- 
strukturen mit optisch positiven Radien. Daneben sind auch stets 
schon einzelne große Kristalle mit positiver Doppelbrechung!) zu sehen. 
Die Helligkeit der Sphärolithe nimmt während der Beobachtung 
langsam ab. Sie werden schwächer und schwächer und verschwinden 
schließlich. Die großen Kristalle hingegen werden immer zahlreicher 
und wachsen immer weiter, bis sie schließlich das ganze Gesichtsfeld 
erfüllen. Wird das Gel aus 4proz. Chininlösung und n/l Natriumphosphat 
hergestellt, so zeigen die Sphärolithe das gleiche Aussehen wie die des 
Optochins, sie erscheinen spiralig gedreht. 1 рго2. Chininlösung gibt 
mit п/1 Natriumphosphat nur schwache Gelbildung mit wenig Sphäro- 
lithen und vielen großen Kristallen. Auch hier wird die Kristallisation 
durch mechanische Störung beschleunigt. 

Schließlich sei nur noch kurz erwähnt, daß bei den vergeblichen 
Versuchen, mit Vuzin Gallerten zu erhalten, beobachtet wurde, daß 
beim Vermischen von Vuzinchlorid mit Alkalisulfat eine dichte weiße 
Trübung entsteht. Im Mikroskop ist deutlich zu erkennen, daß es 
sich um eine zweite flüssige Phase handelt. Die Tropfen sind so groß, 
daß man sie mit einer Nadel leicht deformieren und zum Zusammen- 
fließen bringen kann, zumal wenn sie, wie es häufig der Fall ist, 
am Objektträger festsitzen. Die Ähnlichkeit dieser zweiten flüssigen 
Phase und der beim Optochinsulfat entstehenden mit der vor der 
Gallertbildung beim Eucupinacetat entstehenden macht auch für 
die letztere wahrscheinlich, daß es sich nicht um ein Hydrolysen- 
produkt handelt, denn bei Nitrat und Sulfat ist eine Hydrolyse un- 
wahrscheinlich. 


Erörterung der Beobachtungen. 


Aus dem Anblick, den die Gallerten bei Dunkelfeldbeleuchtung 
bieten, und aus den Beobachtungen im Polarisationsmikroskop geht 
mit großer Sicherheit hervor, daß die aufbauenden Elemente äußerst 
feine Nadeln sind. Ist der größte Teil auch amikronisch, d. h. unsichtbar 
fein, so ist doch aus den gleichzeitig und am gleichen Orte mit dem 
Gel erfolgenden Wachstum der im Ultramikroskop sichtbaren faser- 
artigen Teilchen auf einen solchen Aufbau zu schließen. In erster 
Annäherung liegen diese bei allen drei Gelen optisch positiven 


1) In bezug auf die Längsrichtung. 
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Partikeln radial zu den Kernen, von denen aus die Gallerte wächst. 
Sowohl die Schwäche der durch diese Anordnung hervorgerufenen 
Doppelbrechung, als auch die direkte Beobachtung der im Ultra- 
mikroskop sichtbaren Teile weisen aber darauf hin, daß die radiale 
Stellung keineswegs streng innegehalten wird. Vielmehr steht ein 
großer Bruchteil der länglichen Teilchen regellos. 

Auch das von Keeser und Zocher (5) beschriebene häufige körnige Aus- 
sehen der Lithiumuratgallerten ist jedenfalls zu deuten als entstanden 
durch das kugelige Wachstum vieler einzelner Gelzentren. Nur ist 
die Doppelbrechung in diesem Falle so schwach, daß sie erst bei hohen 
Konzentrationen Beträge annimmt, die zur Sichtbarmachung ausreichen. 

Die Dichte der Chininderivatgallerten ist, wie aus der Trübheit 
und der Festigkeit hervorgeht, in der Nähe der Zentren am größten, 
in den Grenzgebieten zwischen den von verschiedenen Zentren her 
gewachsenen Teilen am geringsten. Bei Dehnung zerreißen die Gallerten 
längs solcher Trennungsstreifen, bei Kompression werden sie in diesen 
Gebieten zusammengeschoben. Diese Grenzstreifen erhalten dabei 
scharfe Konturen und erscheinen als lange, schmale, gebogene Bänder 
oder Blättchen. Wie ihre starke Doppelbrechung zeigt, liegen die 
nadelförmigen Kolloidteilchen in ihnen einander ziemlich streng parallel. 
Eine erhöhte Dichte kann natürlich dabei auch eine Rolle spielen. 
Im unberührten Zustande sind die Trennungsstreifen völlig frei von 
Doppelbrechung. Die Radialstruktur macht sich in ihnen nicht mehr 
bemerkbar. Durch die seitliche Kompression tritt dann aber eine 
Parallelorientierung ein, und zwar stellen sich die Nadeln mit ihrer 
Längsachse senkrecht zur Druckrichtung. Um ein grobes Bild für 
diesen Vorgang zu gebrauchen, könnte man sagen, sie verhalten sich 
wie die regellos auf einer Tischplatte liegenden Bleistifte, die man 
von zwei einander entgegengesetzten Richtungen her zusammenschiebt 
und so zur Parallellagerung bringt. Es handelt sich bei diesen Bändern 
um die gleichen Gebilde, wie sie in vielen anderen Gallerten, so in 
denen der harnsauren Alkalien, des Manganarsenats, des Vanadin- 
pentoxyds, organischer Farbstoffe, wie Benzopurpurin, Chrysophenin, 
Firnblau, Setocyanin usw. auftreten. 

Ein Unterschied zwischen diesen gallertbildenden Substanzen 
scheint wesentlich zu sein. Existieren nämlich von Vanadinpentoxyd, 
Benzopurpurin und den anderen Farbstoffen auch beständige Sole (6), 
in denen auch die Längsform der Kolloidteilchen bereits erkannt wurde, 
so sind solche bei den harnsauren Alkalien!), den Chininderivaten 


1) Ob die übersättigten Lösungen der Urate überhaupt harnsaures 
Salz als Kolloid enthalten oder nicht, soll damit nicht berührt werden. 
Das Kolloid, das die Gallerten aufbaut, ist jedenfalls in Solform nicht 
beständig. 
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und дет Manganarsenat nicht zu erhalten. Es tritt bei diesen vielmehr 
die Abscheidung stets sofort in Gelform auf. 

Im Falle der Gelbildung von Eucupinacetat aus neutralen Lösungen 
und zuweilen auch beim Optochinsulfat geht der Gallertbildung die 
Abscheidung einer zweiten flüssigen Phase voraus, die während der 
Gelbildung unter Auflösung verschwindet. Im zweiten Falle wurde 
auch ein Übergreifen der Gelbildung (bzw. des ihr zugrunde liegenden 
Kristallisationsprozesses) auf die zweite flüssige Phase, also eine Art 
Impfung, beobachtet. 

Die oben erwähnte Bewegung der feinen Tropfen auf die Gel- 
zentren zu könnte man sich aus dem bei Dunkelfeldbeleuchtung ent- 
hüllten, filzwerkartigen Aufbau der Gallerte folgendermaßen ent- 
standen denken. Ein solches Gelzentrum wächst, indem es seinen 
Ausgang etwa von einem Punkte des Objektträgers aus nimmt, zu- 
nächst nach allen Seiten gleichmäßig, also zur Halbkugel. Nach oben 
hin werden die feinen Nädelchen bald die Grenze der Flüssigkeit er- 
reicht haben. Vielleicht vermögen sie nun auch die Oberfläche der 
Flüssigkeit etwas zu heben. Dies könnte dadurch zustande kommen, 
daß die Nadeln bis in die äußersten Oberflächenschichten hineinwachsen. 
Infolge der Kapillarität würde nun wieder eine etwas dickere Schicht 
von Flüssigkeit über den Filz von Nadeln hinweggezogen. Es müßte 
also dabei Flüssigkeit von der Seite her angesaugt werden, und die 
Tröpfchen würden dann nur die Richtung dieser Strömungen angeben. 
Tatsächlich scheint — wie erwähnt — die Oberfläche einer frei ge- 
wachsenen Gallerte auch in ganz frischem Zustande gewellt zu sein. 
Freilich ist es auch durch Auflegen und Anpressen eines Deckglases 
auf einem hohl geschliffenen Objektträger nicht möglich, in der im 
Hohlschliff entstehenden Gallerte diese Zentralbewegungen zu unter- 
drücken. Vielleicht auch handelt es sich um ganz andersartige Be- 
wegungen, deren Ursache in besonderen Kräften liegt. 

Die Befunde über die Abscheidung einer zweiten flüssigen Phase 
machen die von Keeser und Zocher (7) ausgesprochene Vermutung, 
daß die im Falle des Lithiumurats der Gelbildung vorausgehende 
Trübung auch eine solche zweite flüssige Phase ist, höchst wahrscheinlich. 
Da die Abscheidung einer solchen beim Eucupin in Gegenwart von 
Essigsäure, sowie in den anderen Fällen meist überhaupt ausbleibt, 
und trotzdem die Gelbildung erfolgt, kann diese erste Abscheidung 
mit der Gallertbildung selbst nichts zu tun haben. So erhält die Ver- 
mutung (3), daß die in den Natriumuratgallerten von Schade (8) zuerst 
beobachteten tropfenförmigen Gebilde nicht die Gallerte ausmachen, 
eine wesentliche Stütze. Hingegen gewinnt der aus ähnlichen Beob- 
achtungen wie hier am gleichen Orte für die Gele der harnsauren 
Alkalien, insbesondere des Lithiums, gezogene Schluß, daß diese aus 
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stäbchenförmigen Partikeln aufgebaut werden, durch die neuen Beob- 
achtungen an den in ihrem Bau wesentlich besser zu erkennenden 
Gallerten der Chininderivatsalze sehr an Wahrscheinlichkeit. 

Das Verhalten gegenüber groben mechanischen Störungen ist 
bei den hier untersuchten Gelen das gleiche wie bei denen der Urate, 
ebenso der des Manganarsenats und des Vanadinpentoxyds. Bei 
kräftigem Durchschütteln resultiert schließlich ein rasch absetzendes 
Gerinnsel in einer klaren Flüssigkeit. Es wird dadurch wahrscheinlich, 
daß das gelbauende Kolloid mit der länglichen Partikelform in allen 
diesen Fällen hydrophob ist und das Gel lediglich durch die gegen- 
seitige Verkettung der feinen Nadeln zustande kommt, ohne daß da- 
bei — wie etwa bei der Gelatine — wasserbindende, sonst Quellung 
ermöglichende Kräfte eine wesentliche Rolle spielen. Für das Mangan- 
arsenat steht übrigens der Nachweis der länglichen Kolloidpartikeln 
noch aus. Für die Gallerten des Dibenzoylcystins (9) ist aber der 
Nachweis der länglichen Form an der dispersen Phase bereits erbracht 
worden. 

Wir glauben nach dem allem, in den oben beschriebenen Gallerten 
des Chinins und seiner Derivate typische Vertreter einer großen Klasse 
von Gallerten vor uns zu haben, die dadurch ausgezeichnet ist, daß 
das Zustandekommen vor allem durch die Form der aufbauenden 
Kolloidpartikel ermöglicht wird. Sind während der Gelbildung auch 
noch besondere Umstände wirksam (elektrische Ladung usw.), die das 
spontane Zusammenfallen der Teilchen (Koagulation) verhindern, so 
machen sich solche nach der mechanischen Zerstörung nicht mehr 
bemerkbar. Eine Wiederentstehung des Gels oder eine Suspendierung 
bzw. Solbildung findet nicht statt. 

Zwecklos dürfte es unseres Erachtens sein, nach irgendwelchen 
Zusammenhängen der chemischen Konstitution mit der Fähigkeit, 
solche Gele zu bilden, zu suchen, wie es С. ©. L. Wolff und Е. К. Ri- 
deal (10) für das Dibenzoyl-l-Cystin getan haben. Da die betrachtete 
Art von Gallerten durch die längliche Gestalt der Elementarteilchen 
charakterisiert ist, ist zu ihrem Zustandekommen in erster Linie diese 
faserige Abscheidungsform notwendig, d. h. also ein besonderer Kristall- 
habitus. Das Kristallsystem ist hierbei ziemlich belanglos. Sind unsere 
Kenntnisse, auf Grund deren Zusammenhänge zwischen Habitus und 
Konstitution sich ergeben könnten, auch noch recht gering, so steht 
doch zu vermuten, daß solche nicht eindeutig sein werden. Außerdem 
spielen wahrscheinlich auch noch andere Momente für die Entstehungs- 
möglichkeit solcher Gallerten (wie Löslichkeit, Wachstumsgeschwindig- 
keit, Aufladung) eine Rolle. Dadurch wird es noch unwahrscheinlicher, 
daß es Beziehungen zwischen Konstitution und Gelbildungsvermögen 
gibt. Die Tatsache, daß die gelbildenden Salze der Chininbasen trotz 
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der großen Ähnlichkeit der Kationen ganz verschiedene Anionen haben 
und die Salze mit gleichem Anion ganz verschiedenes Gelbildungs- 
vermögen, spricht auch für eine derartige Auffassung. 


Zusammenfassung. 


1. Aus dem mikroskopischen und dem ultramikroskopischen 
Bilde geht hervor, daß die Gele von Eucupinacetat, Optochinsulfat 
und Chininphosphat aus äußerst feinen nadeligen Einzelteilchen von 
positiver Doppelbrechung aufgebaut sind. 

2. Diese Nadeln sind großenteils zu selbständig gewachsenen, nur 
ungefähr radialstrahligen, kugeligen Gallertklümpchen zusammen- 
gelagert, die im Polarisationsmikroskop ein dunkles Kreuz auf dunklem 
Grunde zeigen. 

3. Durch Zusammenschieben werden hauptsächlich die Gebiete 
zwischen den einzelnen Klümpchen deformiert, und es entstehen daraus 
längliche, weiche Bänder oder Blättchen von kräftiger Doppelbrechung. 
Es sind die gleichen Gebilde, wie sie in den Alkaliurat- und den Mangan- 
arsenatgelen usw. auftreten. 

4. Der Gelbildung geht bei neutralen Eucupinacetat- und bei 
Optochinsulfatlösungen die Abscheidung einer zweiten flüssigen Phase 
voraus. Diese verschwindet durch Auflösung oder durch Übergreifen 
der Gallertabscheidung. Die Tröpfchen der zweiten flüssigen Phase 
wandern während des Wachstums der Gallerte in die Gelgebiete hinein. 

5. Die Eucupinacetatgele sind wochenlang haltbar, lassen sich 
durch Erwärmen verflüssigen und erstarren beim Erkalten wieder. 
Die des Optochinsulfats werden im Laufe einiger Stunden, die des 
Chininphosphats im Verlaufe von einigen Minuten kristallinisch. 
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Über die Synthese des Metanitrokresol-glukosids 
und über die Desinfektionskraft des Metanitrokresols. 


Von 
E. Glaser und H. Prüfer. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der hygienischen Untersuchungsanstalt 
des Volksgesundheitsamtes in Wien.) 


(Eingegangen am 18. Februar 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die desinfizierende Wirkung der verschiedenen Desinfektions- 
mittel hat sich bisher nicht auf einzelne Radikale beziehen lassen. 
Die Phenole, Kresole sind recht gute Desinfektionsmittel, aber auch 
den Gliedern der homologen Hydrochinonreihe mit fünf bis acht 
Kohlenwasserstoffen in der Seitenkette kommen erhebliche Desinfek- 
tionswirkungen zu. Letztere bleiben auch bei Eiweißzusatz sowie 
auch im infektionsempfänglichen Organismus selbst wirksam. 


Ist also schon diejenige chemische Komponente, der die Des- 
infektionswirkung zukommt, nicht geklärt, so ist ebenso unbekannt, 
welche Rolle bei den medizinisch verwendeten Chemikalien der Zucker 
spielt. Durch die Untersuchungen von Stejskal (1) und seiner Mit- 
arbeiter wurde bei der Einverleibung verschiedener Medikamente 
gefunden, daß dieselben dann später und in bedeutend längeren Zeit- 
räumen ausgeschieden wurden, wenn gleichzeitig Zucker intravenös 
einverleibt wurde. Im obigen Laboratorium vorgenommene Unter- 
suchungen konnten diese Feststellungen bezüglich des Neosalvarsans 
bestätigen, indem der größte Teil des Arsens erst nach 8 Tagen und 
länger ausgeschieden wurde, während dasselbe ohne gleichzeitige 
Zuckerinjektion bereits in 2 bis 3 Tagen vollständig zur Ausscheidung ` 
gelangt war, was natürlich eine bessere und wirksamere Ausnutzung 
in ersterem Falle bedeutet. Stejskal sieht in der osmotischen Strömung, 
die schon physiologisch vorhanden, durch die Injektion nur noch 
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bedeutend verstärkt wurde, das Wesentliche. Doch sind die injizierten 
Zuckermengen wohl zu gering, um eine länger andauernde Hypertonie 
zu erzeugen. Die verlangsamte Ausscheidung dürfte vielmehr darauf 
zurückzuführen sein, daß die injizierten Medikamente wahrscheinlich 
mit dem Zucker gepaarte glykosidische Verbindungen bilden, welche 
durch die im Blute vorhandenen Enzyme leicht zustande kommen 
können. Möglicherweise ist es auf diesen Umstand zurückzuführen, 
daß so viele Glykoside arzneiliche Verwendung finden. Die physio- 
logische Bestimmung derselben wäre dann nicht damit erschöpft, daß 
sie als Reservestoffe in der Pflanze funktionieren, sondern die glyko- 
sidische Bindung hätte darüber hinaus eine Bedeutung, indem die 
Wirksamkeit der betreffenden Substanz dadurch erhöht würde, daß 
die Ausscheidungsverhältnisse im lebenden Organismus verzögert 
werden. 

Es erscheint daher von besonderem Interesse, die Darstellung 
von Phenolglykosiden zu versuchen, von denen schon eine Anzahl 
von E. Fischer und seinen Mitarbeitern dargestellt wurden. Hierbei 
wurde nicht die übliche Darstellung der Phenolglykoside, wie sie in 
Abderhalden, Bd. VII (2), angegeben ist, nämlich Lösung der Halogen- 
acetoglucose in Äther und Schütteln mit dem Natriumsalz des Aglykons 
eingehalten, sondern es wurde ein Vorgang befolgt, der sich auch bei 
der Darstellung von anderen Glykosiden als gangbar erwiesen hat. 

Als Ausgangsmaterial wurde mit Rücksicht auf die praktische 
Fragestellung das Nitrokresol gewählt, weil die Nitrokresole, auch das 
in der Sprengtechnik so vielfach verwendete Trinitrokresol, bezüglich 
der Desinfektionswirkung nicht untersucht sind. Es wurde aber auch 
vor allem deshalb untersucht, weil bekanntlich die Desinfektionskraft 
der Kresole eine größere ist als die der Phenole, und andererseits be- 
wiesen werden konnte, daß diese Wirkung noch weiter gesteigert werden 
kann, wenn Halogene in den Phenolkern des Kresols eingeführt 
werden (3). Es ist nicht unwahrscheinlich, daß auch die Nitrogruppe 
eine desinfektionssteigernde Wirkung ausübt. Speziell das Meta- 
Nitrokresol wurde aber deshalb zur Untersuchung herangezogen, 
weil von den Isomeren des Kresols dem m-Kresol die stärkste des- 
infizierende und die am wenigsten giftige Wirkung (4) zukommt und 
die Einführung der Nitrogruppe in der Metastellung einen ähnlichen 
Einfluß ausüben könnte. 

Die zur Darstellung des Glucosids nötige Acetobromglucose wurde 
in der üblichen Weise gewonnen, indem zuerst die Pentaacetylglucose 
nach der bewährten Vorschrift von Königs und Knorr (5), sowie von 
Emil Fischer (6) hergestellt wurde. Nach zweistündigem Erhitzen von 
wasserfreiem Traubenzucker, Essigsäureanhydrid und geschmolzenem 
Natriumacetat auf dem Wasserbade, welche durch gutes Umschütteln 
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in Lösung gebracht worden waren, Eingießen des Reaktionsproduktes 
in viel Wasser wurde ß-Glucosepentaacetat in guter Ausbeute erzielt. 
Desgleichen wurde mit der Darstellung der Acetobromglucose nach 
Е. Fischer (1) verfahren, indem ß-Pentaacetylglucose und Eisessig- 
bromwasserstoff 2 Stunden bei Zimmertemperatur digeriert, mit 
Chloroform gemischt und dieselbe sodann mit Eiswasser wiederholt 
gewaschen wurde. Der bzw. die Chloroformauszüge wurden sodann 
mit Chlorcalcium getrocknet, eingeengt und aus denselben mit Petrol- 
äther die B-Acetobromglucose gefällt. Hie und da bleibt ein dickliches 
Öl zurück. Dieses wird neuerdings in Chloroform gelöst; mit Petrol- 
äther kann dann noch Acetobromglucose vom Schmelzpunkt 88 bis 890 
ausgefällt werden. Das erhaltene Produkt brauchte nicht wieder um- 
kristallisiert zu werden. Da die Acetobromglucose gegen Feuchtigkeit, 
Säuren und Licht empfindlich ist, wurde jeweilig immer nur so viel 
dargestellt, wie zu dem betreffenden Versuche notwendig war. 

Bei der Synthese wurde nach dem Vorgange von Fischer und 
seinen Schülern bzw. in ähnlicher Weise, wie Mauthner (8) bei der 
Herstellung der Glykoside der Oxyaldehyde vorgegangen ist, verfahren. 

Das 3-Nitrokresol kristallisiert in gelben, platten Nadeln vom 
Schmelzpunkt 33,59 und ist sehr leicht löslich in Alkohol und Äther. 

Es wurden nun 3g Nitrokresol in einer erkalteten Lösung von 
1,5 g Natronlauge oder 2,1 g Kalilauge in 60 ccm Wasser aufgenommen. 
Zu dieser Mischung wurden 7 g Acetobromglucose, in 60 ccm Aceton 
gelöst, hinzugefügt. Eine Temperaturerhöhung, die überdies gering- 
fügig war, wurde durch Abkühlung hintangehalten. Es entstand bei 
dieser Versuchsanordnung immer eine homogene Mischung, so daß 
die Hinzugabe von Wasser oder Aceton zur vollständigen Lösung 
sich erübrigte. Schon nach zweistündigem Stehen bei Zimmertemperatur 
schieden sich eine relativ große Menge weißer prismatischer Säulen 
ab, entsprechend der Unlöslichkeit desselben in Wasser, das Gluco- 
tetraacetat, wie sich bei der späteren Analyse dann herausstellte. 
Nach fünfstündigem Stehen wurde mit 300 ccm Eiswasser verdünnt, 
` ohne es zuvor im Vakuum einzuengen. Beim längeren Stehen setzen 
sich dann die ausgefallenen Kristalle ab. Dieselben wurden hierauf 
auf der Nutsche abgesaugt, mit kaltem Wasser gründlich so lange 
gewaschen, bis im Waschwasser keine alkalische Reaktion mehr zu 
konstatieren und es farblos war. Hierauf wurde aus heißem Alkohol 
umkristallisiertt und im Vakuum getrocknet. Es resultierten schöne, 
weiße, ziemlich große und derbe prismatische Säulen vom Schmelz- 
punkt 201 bis 203° in einer Ausbeute von 2,5g, das sind etwa 84%. 

Die Kristalle waren sehr leicht löslich in Chloroform, Aceton, 
Phenol und heißem Alkohol, schwerer in Äther und unlöslich in Wasser 
und Benzol. 
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Das Metanitrokresolglucotetraacetat, welches entsprechend der 
Reaktion C,H,.CH,.NO,.OH (1:3:4) + С, Н,„О,Вг + КОН 
= K Br + H,O + С. НО NO, oder 





CH, 
С 
нс "CH но 
нс! охо, Се Н,О,(СН,СО), 
С А 
он 


zustande kommt, wird erst nach Spaltung mit НСІ durch alkalische 
Kupfersulfatlösung reduziert und gab auf Zusatz von verdünnter 
Eisenchloridlösung zuerst keine, dann entsprechend der Abspaltung 
der Essigsäure, eine blutrote Färbung. Mit Aillonschem Reagens 
trat keine Rotfärbung auf. Die Lersche Probe mit Chlorkalklösung 
und Ammoniak war negativ. Dagegen trat bei der Liebermann schen 
Probe mit Kaliumnitrit in konzentrierter Schwefelsäure allmählich 
Blaufärbung auf, die ins Grünliche übergeht. Die ZLandoltsche Probe 
mit Bromwasser war negativ. Die Melzersche Probe mit Benzaldehvd 
und konzentrierter Schwefelsäure war positiv, es schieden sich beim 
Erwärmen rote Harzmassen ab. 


Die vorgenommene Elementaranalyse ergab nachstehende Zahlen: 


1. 0,1116 g Substanz gaben 0,2132 g CO, und 0,0526 g H,O 


2. 0,1064 g gei „ 0,2034 СО, ,„ 0,0506 р H,O 
Berechnet für Gefunden: 
ne E 52,08 % 52,13 9, 
Н .. 518% 5,23 % 5,28 95 


Bei der Stickstoffbestimmung (nach Dumas) gaben: 


1. 0,1231 g Substanz bei einer Temperatur і = 16° und einem Baro- 
meterstand b = 750 mm im Nitrometer v = 3,2 сет. 


2. 0,1106 g Substanz bei einer Temperatur ¿£ = 18° und einem Baro- 
meterstand b = 745 mm im Nitrometer г = 2,8 сет. 


Berechnet für . Gefunden: 
С. НО: № 1. 2. 
х... 2,90, 3,03%, 2,910, 


‚ Zur genaueren Untersuchung wurde überdies noch die quantitative 
Bestimmung der Acetylgruppen nach der Methode von Wenzl(9) durch- 
geführt. Es wurde mit verdünnter Schwefelsäure (3: 2) verseift und zur 
Neutrelisierung der überdestillierten Essigsäure 30 ccm Kalilauge vom 
Titer 1,061 п/10 vorgelegt. Hierbei wurde gefunden: 


1. Bei 0,1547 g Substanz wurden zum Zurücktitrieren verbraucht 
12,85 ccm HCl vom Titer 1,4721 п/10. 


— 
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2. Bei 0,1486 g Substanz wurden zum Zurücktitrieren 13,25 ccm НСІ 
von Titer 1,4721 п/10 verbraucht, woraus sich ein Gehalt von Acetyl- 
gruppen für 1. 4,03 und für 2. 4,003 errechnet. 


Mit dem 3-Nitrokresolglucotetraacetat wurde nun auch noch die 
Molekulargewichtebestimmung nach Eijkmann vorgenommen. 


1. 0,1366 g Substanz in 8,2917 р Phenol gelöst, gaben eine 4 = 0,26%, 
woraus sich ein Molekulargewicht berechnet für C,,H,,0],N von 483, 
gefunden 488 ergeben. 


2. 0,1541 g Substanz in 8,3647 g Phenol gelöst gaben еше J = 0,280, 
gefunden 500, berechnet 483. 


Zur optischen Untersuchung wurde das Metanitrokresolglucotetra- 
acetat in je 15 cem Chloroform (spezifisches Gewicht desselben bei 18° 1,469) 
gelöst und im Halbnormalrohr polarisiert. 


1. 0,2322 g Substanz in Chloroform gelöst (spezifisches Gewicht der 
Lösung 1,472) gibt а = + 0,615. 


2. 0,0951 g Substanz (spezifisches Gewicht der Chloroformlösung 
1,4716) gibt a = + 0,25°. 





lè 100a 100 . 0,61 | 
Т. == ar 1 2.987069 
Lo. d 1 . 1,548 . 1,472 ? 
Hiernach ist [a] ES Se Sa 100..0.25 
Sg E ne A al 0 
п. р 1.p.d  1.0,634.1,4716 + 26,79 


Um zum Nitrokresolglucosid zu gelangen, wurden 4 g feingepulvertes 
Tetraacetat in 150cem Methylalkohol suspendiert und nach dem 
Vorgange von Emil Fischer und seiner Mitarbeiter (10) gasförmiges, 
über Natronkalk getrocknetes Ammoniak unter Eiskühlung so lange 
eingeleitet, bis vollkommene Lösung eingetreten ist, was ungefähr 
3 Stunden dauerte und unter Gelbfärbung der Lösung vor sich ging. 
Sie wurde dann 12 Stunden in Eis stehen gelassen und dann im Vakuum 
bei 10 mm Druck und 40° nicht übersteigender Temperatur auf ein 
Fünftel des Volumens eingeengt. Die zurückgebliebenen 30 ccm wurden 
dann in einer Kristallisierschale im Vakuumexsikkator weiter abgesaugt, 
wobei sich lange prismatische Säulen sehr häufig in Büscheln abschieden. 
Diese Kristalle, welche einen Stich ins Gelbliche haben, wurden auf 
der Nutsche abgesaugt, mit Tierkohle aus Methylalkohol umkristallisiert, 
hierauf nochmals filtriert, mit Methylalkohol gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Die Mutterlauge vom ersten und zweiten Absaugen wurde 
nochmals eingeengt und zur Abscheidung von Kristallen, wie bereits 
angegeben, verfahren. 


Die Kristalle haben einen Schmelzpunkt von 128 bis 129°, sind 
hygroskopisch, löslich in Wasser, Alkohol, Methylalkohol, Aceton, 
'Essigäther und unlöslich in Chloroform, Äther und Phenol. Beim 
Schmelzen entsteht eine gelbe Flüssigkeit. Die Ausbeute betrug etwa 
60% des verwendeten Glucotetraacetats. 
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Bei der Elementaranalyse gaben: 


1. 0,1064 g Substanz 0,1962 g CO, und 0,0530 g H,O 
2. 0,1408 g „025528 CO, „ 0,0693 р H,O 
CH, 
| 
C 
нс“ SCH oder in Bruttoform: 
Berechnet für: | j С,,Н,,0,Х 
нс 2 NO, 
С 
0.C,H,,0, 
Berechnet: Gefunden: 
| 1. 2. 
С... . 49,45% 49,35% 49,43% 
Н ... 5,39% 5,44% 5,469; 
Die Stickstoffbestimmungen wurden nach Dumas vorgenommen und 


es ergaben: 

1. 0,1408 g Substanz bei der Temperatur t = 21° und Barometer- 
stand b = 746 mm im Nitrometer 5,6 ccm. 

2. 0,1635g Substanz bei der Temperatur t = 22° und Barometer- 
stand b = 749 mm im Nitrometer 6,5 ccm. 


Berechnet für Gefunden für 
С.Н, ОХ: 1. 2, 
Nie a 2 24,4490 4,52% 4,53% 


Die Molekulargewichtsbestimmung wurde mit der Gefrierpunkt-- 
erniedrigung nach Beckmann durchgeführt. 


1. 0,1481 g Substanz in 20 ccm Wasser gelöst, gaben eine J = 
2. 0,1638 g Substanz in 20 сет Wasser gelöst, gaben eine J = 0,04%. 


Das Molekulargewicht ist für С,,Н,,О,№ 


Berechnet: Gefunden: 
l. 2. 
315 306 310 


Zur Prüfung des polarimetrischen Verhaltens wurden 0,2080 g Substanz 
in 15 сет Wasser gelöst, davon wurden 10 ccm in ein Halbnormalrohr 


gegeben. 
Das spezifische Gewicht des Wassers bei 22° = 0,9978, das spezifische 
Gewicht der Lösung betrug 4 = 1,005, а = — 1,08, somit ist 
0 
LÉI = 100a 100 . 1,08 = — 71.530 


Г.р.а 1 1386. 1,005 — 

Das 3-Nitrokresolglucosid reagiert nicht, wie das Metanitrogluco- 
tetraacetat, schwach sauer, sondern neutral. Alkalische Kupfersulfat- 
lösung wurde ebenso wie vom Tetraacetat erst nach dem Kochen mit 
Säure reduziert. Mit Eisenchloridlösung trat keine Blaufärbung, mit 
der Lexschen Probe (Ammoniak und Chlorkalk) eine kaum sichtbare, 
schmutzige Braungrünfärbung auf. Mit dem Millonschen Reagens 
färbte es sich schön rot. Mit Kaliumnitrit und Schwefelsäure wurde 
die Lösung zuerst blau, dann grün gefärbt. Mit der Landoltschen 
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Probe mit Bromwasser bildet sich ein sehr geringer Niederschlag. 
Die Meizersche Probe mit Benzaldehyd war positiv. Es schieden sich 
beim Kochen rote Harzmassen aus. Mit basischem und neutralem 
essigsauren Blei entstand kein Niederschlag. 


Da alle bis jetzt bekannten, durch Emulsion spaltbaren Glucoside 
lindsdrehend sind und von der d-Glucose sich ableiten, so wird das 
Emulsin als Reagens für den Nachweis einer Gruppe von Glucosiden 
benutzt. Da auch das Metanitrokresolglucosid linksdrehend ist, so 
wurde die zur Bestimmung des spezifischen Drehungsvermögens ver- 
wendete Lösung, welche ein spezifisches Gewicht von 1,005, einen 
Prozentgehalt von 1,386 hatte und eine Drehung von — 1,08° aufwies, 
nach dem, in Abderhaldens biochemischen Arbeitsmethoden angegebenen 
Vorgange mit Emulsin gespalten und nachher der Polarisation unter- 
zogen. Ве! derselben, die ebenfalls im Halbnormalrohr vorgenommen 
wurde, resultierte nach 3 Tagen eine Drehung von — 0,64°, nach weiteren 
3 Tagen eine solche von — 0,610. Es wurde zwar auch ein reduzierender 
Zucker gebildet, doch fand der sonst unter dem Einfluß des Enzyms 
statthabende Umschlag der ursprünglichen Drehung in eine nach 
- rechts nicht statt, sondern es wurde nur die Linksdrehung vermindert. 
Da die Minderung der Drehung ebenso die Menge der gebildeten 
Glucose der Menge des gespaltenen Glucosids proportional ist, so kann 
daraus ersehen werden, daß das Glucosid nicht vollständig durch das 
Emulsin gespalten wurde. Nach dem Grade der abgenommenen Drehung 
wurde die Menge des abgespaltenen Zuckers bestimmt. Die um 0,47° 
(1,08 bis 0,619) verminderte Drehung entspricht 0,0468 g Dextrose, 
welche wiederum 43,59%, der verwendeten Menge des Glykosids zu- 
kommt und das Freiwerden von 0,0436 g Nitrokresol bedingt. Eine 
0,29proz. Lösung des Nitrokresols hebt also die Wirkung des Emulsins 
auf und verhindert die weitere Spaltung des Glykosids. 


Worauf ist das nun zurückzuführen ? 


Die Antwort darauf geben in eindeutiger Weise die angestellten 
bakteriologischen Versuche, die auch zu dem Zwecke angestellt wurden, 
um möglicherweise den desinfektorischen Wert des Metanitrokresols 
bzw. des mit demselben hergestellten Glykosids zu prüfen. Es wurde 
.dazu die Methode der an sterile Seidenfäden angetrockneten Bakterien 
gewählt. 

Eine 24stündige Agarkultur von einem resistenten Staphylo- 
coccus pyogenes citreus wurde zu diesem Behufe mit steriler Koch- 
salzlösung abgespült und in diese Emulsion durch trockene Hitze 
sterilisiertte, dicke Seidenfäden in entsprechender Anzahl getaucht, 
eine halbe Stunde darin belassen und nun mit sterilen Nadeln in Petri- 
schalen übertragen und im Brutofen durch einige Stunden getrocknet. 

28 * 
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Bei Beginn eines jeden Versuches wurde, um sicher zu sein, daß die 
Bakterien noch lebensfähig sind, immer ein Seidenfaden mit angetrockneten 
Bakterien, welcher nicht mit dem Desinfektionsmittel in Berührung ge- 
bracht wurde, auf einen Nährboden ausgesät. Die mit Bakterien getränkten 
Seidenfäden wurden nun verschieden lange Zeit der Einwirkung der des- 
infizierenden Lösungen ausgesetzt und nach der Einwirkung der desinfi- 
zierenden Mittel vollständig durch 10 Minuten langes Einlegen in sterile 
physiologische Kochsalzlösung von demselben befreit. Die vom Desinfek- 
tionsmittel befreiten Seidenfäden wurden in Peptonwasser verimpft und 
durch 48 Stunden in Brutschrank bei 37° bebrütet. In den positiven 
Peptonwasserröhrchen trat immer reichlich Trübung auf. An den Grenz- 
werten wurden immer such noch mit 3 Normalösen aus den betreffenden 
Peptonröhrchen beimpfte Platten gegossen. Die Widerstandsfähigkeit der 
Staphylokokken wurde an der Desinfektionskraft einer 3 proz. und einer 
1 proz. Phenollösung gemessen. 


Auf die Desinfektionskraft wurden geprüft das 3-Nitrokresol und 
das 3-Nitrokresolglucosid. Da das 3-Nitrokresol in Wasser unlöslich 
ist, wurden 0,0255 g desselben іп 15 ccm einer 32proz. Alkohollösung 
gelöst, somit eine 0,17 proz. bzw. 1/100 molekulare alkoholische Lösung 
hergestellt. Da aber einer 32proz. Alkohollösung für sich allein eben- 
falls eine desinfizierende Wirkung zukommt, wurde zum Vergleiche 
auch die Desinfektionskraft einer solchen untersucht. Von dem 3- 
Nitrokresolglykosid wurde eine 1/15 molekulare wässerige, das ist eine 
2,09proz. Lösung hergestellt. 

Das Ergebnis des Desinfektionsversuchs ist aus nachfolgender 
Tabelle ersichtlich: 








Tabelle I. 
a er nach: | 10 | 20 | E K | s | 60’ | w | во | 90 
Sg ee Росла er EE О жашай Ом ыд SE = Ре тш: Сел на 
3proz. Phenol... . . .. | | ee ==. m) 
lproz. Phenol... . e Ge 1 er al ыл” шы 
0,17 proz. 3-Nitrokresol . + + | + — — 
32 proz. Alkohol . . + ++ ++ + = 
2,09 proz. Nitrokresolglukosid | SE T a = | e kk Бай L = 


+ = Bakterien lebensfähig (positiv). 
— = Bakterien abgetötet (negativ). 


Ordnet man die untersuchten Mittel nach ihrer desinfizierenden Kraft 
in ein Ordinatensystem und trägt die Prozente auf einer Abszisse und die 
Zeiten auf einer Ordinate auf, so ergibt sich daraus nachstehende Abb. 1. 

Aus den Desinfektionsversuchen, wie die Kurve deutlich zum 
Ausdruck bringt, geht demnach hervor, daß dem 3-Nitrokresol in einer 
etwa sechsfach geringeren Dosierung fast dieselbe Desinfektionswirkung 
zukommt wie einer lproz. Phenollösung. Die desinfizierende Wirkung 
des Alkohols tritt gegenüber der des 3-Nitrokresols vollkommen zurück. 
Bei den Versuchen in vitro kommt dem 3-Nitrokresolglucosid in der 
für Desinfektionsversuche praktisch möglichen Zeit keine desinfizierende 
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Wirkung zu. Die Staphylokokken vermögen deshalb dasselbe zu 
zerlegen, der Zucker wirkt dabei offenbar als nährstoffverbesserndes 
Mittel. Je länger Staphylokokken der Einwirkung des 3-Nitrokresol- 
glucosids ausgesetzt waren, desto üppiger wurde das Wachstum in 
den Peptonröhrchen. Natürlich wurden die Versuche nicht über 
11, Stunden ausgedehnt. Da nach den Mitteilungen Fermis (12) den 
Staphylokokken ein diastatisches Ferment innewohnt, würde nach 
längerer Einwirkung durch die Zuckerabspaltung schließlich so viel 
3-Nitrokresol frei werden, daß dadurch die Staphylokokken zuerst in 
ihren Lebensbedingungen gehemmt und schließlich abgetötet würden, 
denn aus den oben angeführten Versuchen geht hervor, daß das 3-Nitro- 
kresol eine hervorragende desinfizierende Kraft ausübt. Tatsächlich 
tritt dies in Erscheinung, indem 
die zu den Desinfektionsversuchen 
verwendeten, kaum schwach gelb 
gefärbten Glucosidlösungen unter 
dem Einfluß der Bakterien durch 
Abspaltung des 3- Nitrokresols 
sich intensiv gelb färbten und 
deutlich den Geruch nach 3-Nitro- 
kresol aufwiesen. Mit dem Ab- | РЕ" 

sterben der Bakterien würde dann 

auch der fermentativen Kraft derselben ein Ende gesetzt, da wir ja bei 
dem Emulsinversuch gesehen haben, daß bei einer Nitrokresolkonzen- 
tration von 0,29%, das Emulsin durch die Giftwirkung desselben so ge- 
schädigt wird, daß eine weitere Zuckerabspaltung in der Glucosidlösung 
nicht mehr statthat. Da eine desinfizierende Wirkung in einer alko- 
holischen Nitrokresollösung, wo sich die Wirkung des Nitrokresols und 
des verdünnten Alkohols kombinierte, von 0,17% konstatiert werden 
konnte, so kann man ungefähr bei einer annähernd gleichen Nitrokresol- 
konzentration die deletäre Wirkung des Nitrokresols auf Staphylo- 
kokken und Ferment (Emulsin) annehmen. 

Zusammenfassend kann man sagen, daß nach den bei verschiedenen 
Oxyaldehyden, Oxylactonen angewendeten Verfahren sich unschwer 
auch beim Metanitrokresol das Glucotetraacetat vom Schmelzpunkt 201 
bis 2030 herstellen läßt, welches sich durch gasförmiges Ammoniak 
nach mehrstündiger Einwirkung in methylalkoholischer Suspension zu 
schön, in prismatischen Säulen kristallisierenden Metanitrokresolglucosid 
vom Schmelzpunkt 126 bis 129° verseifen läßt. 

Dem Metanitrokresol kommt, wie durch Versuche erwiesen wird, 
eine hervorragende bakterizide Eigenschaft zu, welche bedeutend 
größer ist als die des Phenols. Es kann also nicht nur durch die Ein- 
führung von Halogenen in den Phenolkern die Desinfektionskraft 
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desselben gesteigert werden, sondern auch durch die Einführung der 
negativen Nitrogruppe.. Was die Desinfektionswirkung anlangt, so 
kommt wegen der Wasserunlöslichkeit des Nitrokresols die praktische 
Verwendbarkeit desselben jedoch nur in den Fällen in Betracht, wo 
es in alkoholischer Lösung angewendet werden kann. Die deletäre 
Wirkung des Nitrokresols macht sich nicht nur auf die Bakterien 
geltend (geprüft an einem besonders widerstandsfähigen Stamm von 
Staphylococcus pyogenes citreus), sondern, wie aus dem Spaltungs- 
versuch mit Emulsin hervorgeht, auch auf Fermente. Die Konzen- 
trationen, bei denen diese Giftwirkung auf Bakterien und Fermente 
(speziell Emulsin) zur Geltung kommt, sind annähernd т /100. 

Dem Meanitrokresolglucossd kommt im ungespaltenen Zustande 
in vitro eine Desinfektionswirkung nicht zu. Die Spaltung des Glucosids 
erfolgt glatt durch Staphylococcus pyogenes. Aus der Spaltbarkeit 
durch Emulsin und dem polarimetrischen Verhalten kann gefolgert 
werden, daß es sich um ein ß-Glucosid handelt. 
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Über den Einfluß der Milz auf die Acetonurie beim Hunde. 


Im Laufe der letzten Jahre ist einiges Licht auf die Funktionen 
der Milz geworfen worden. Der wichtigste Fortschritt war der durch 
die Ashersche Schule zuerst mit Sicherheit festgestellte Einfluß der 
Milz auf den Eisenstoffwechsel, wie er in den Arbeiten von Grossen- 
bacher, Zimmermann, Vogel und Messerli festgelegt und in der Bonner 
chirurgischen Klinik durch die schönen Arbeiten von Bayer bestätigt 
wurde. Auch das Verständnis für die Beziehungen zwischen Milz 
und allgemeinem Stoffwechsel wurde durch Arbeiten aus dem Berner 
physiologischen Institut angebahnt. So 2. В. die Beziehungen zwischen 
Milz und Organen mit innerer Sekretion. Bei Erforschung der Stoff- 
wechselwirkungen macht sich aber in erhöhtem Maße die Schwierig- 
keit geltend, daß die Milz kein Organ mit klar ausgesprochenen, streng 
spezifischen Figenfunktionen ist, sondern vorwiegend ein Beziehungs- 
organ, das in andere Funktionen eingreift. Darum kann bei Versuchen, 
teils durch Kompensation, teils auf anderem Wege, alles verdeckt 
werden, was auf Rechnung der Milz zu setzen ist. Und es bedarf be- 
sonderer Hilfsmittel, um in der Erkenntnis der Leistungen der Milz 
innerhalb des Organismus weiter zu kommen. Ein solches Hilfsmittel 
ist, daß man die Anforderungen des Organismus in einem bestimmten 
Funktionsgebiet außerordentlich steigert und dann unter diesen neuen 
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Bedingungen untersucht, inwieweit sich der Milzausfall geltend macht. 
Auf diesem Wege war Bernet in einer Untersuchung aus dem Berner 
physiologischen Institut erfolgreich. Bernet setzte experimentell 
Kaninchen unter Sauerstoffmangel und zeigte, daß unter diesen Be- 
dingungen der Ausfall der Milz sich deutlich kenntlich macht. Denn 
beim Sauerstoffmangel und Fehlen der Milz war der Eiweißabbau 
gesteigert, was bei Vorhandensein der Milz nicht eintrat. Ein zweiter 
Weg ist der, daß man mit der Fragestellung an die Wechselwirkungen 
zwischen Milz und anderen Organen anknüpft. Hierin war die Arbeit. 
von Ebnöther wegleitend. Darin wurde bewiesen, daß die Milz einen 
Stoff abgibt, der aktivierend auf die hämolytischen und hämoglobin- 
abbauenden Funktionen der Leber wirkt. Dieser Weg mußte weiter 
beschritten werden. Es handelte sich darum, eine Funktion der Leber 
herauszugreifen, welche man gut experimentell untersuchen konnte 
und von der man nicht zum vornherein veranlaßt war, eine Beziehung 
zur Milz auszuschließen. Trotz der ungeheuren Bedeutung der Leber 
für den Organismus ist die Zahl ihrer spezifischen Funktionen, die 
sieh für derartige Versuche eignen, immer noch eine beschränkte. Zu 
den wohldefinierten Funktionen gehört die Acetonbildung. Daher 
habe ich auf Anregung von Prof. Asher das Problem bearbeitet: 

Hat das Vorhandensein der Milz einen Einfluß auf die Funktion 
der Acetonbildung ? 

Unter welchen Bedingungen setzt beim normalen Hunde eine 
Steigerung der Acetonausscheidung ein und 

wie wirkt das Fehlen der Milz auf die Steigerung ? 

Es ist nicht meine Aufgabe, hier die sehr zahlreiche Literatur 
über Aceton, seine Bildung und Ausscheidung im tierischen Organismus 
zu besprechen. Ich werde nur einige Daten anführen, die für meine 
Arbeit in Betracht fallen. 

Unter Acetonkörpern verstehen wir Aceton, Acetessigsäure und 
ß-Oxybuttersäure. Die drei Stoffe stehen in gemeinsamen chemischen 
und biologischen Beziehungen: ß-Oxybuttersäure geht durch Oxy- 
dation in Acetessigsäure über und diese durch Kohlensäureabspaltung 
in Aceton. Sie werden vom normalen Menschen und Tiere in ganz 
geringen Mengen ausgeschieden durch Atemluft und Harn. Im Zu- 
stande der Azidosis, d. h. bei Diabetes, Inanitionszuständen, Infektions- 
krankheiten, experimentell bei verschiedenen Verletzungen des Zentral- 
nervensystems, Phloridzininjektionen, also immer bei ungenügender 
Ausnutzung der Kohlehydrate, ungenügender Zufuhr oder gänzlichem 
Fehlen derselben, werden sie in beträchtlichen, oft sogar gefährlichen 
Mengen gebildet und ausgeschieden. | 

Bei geringgradiger Acetonurie kommt im Harn nur Aceton vor, 
bei stärkerer auch Acetessigsäure und zuletzt ß-Oxybuttersäure. Es 
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besteht jedoch kein bestimmtes Mengenverhältnis zwischen den drei 
Körpern. Nach den Arbeiten von Geelmuyden, Leo Schwarz, Waldvogel, 
Friedrich Той u. a. steht Test, daß die Acetonkörper Produkte des 
Fettstoffwechsels sind. Sie entstehen sowohl bei Verbrennung des 
eigenen Körperfettes wie des Nahrungsfettes. Eiweißkörper scheinen 
nur in ganz geringem Maße zur Acetonbildung beizutragen, während 
Kohlehydrate, wie schon oben gesagt, diese direkt hemmen. Die 
eigentlichen Muttersubstanzen des Acetons sind die niederen Fett- 
säuren, vor allem Oxybuttersäure. Palmitin- und Stearinsäure bilden 
weniger Aceton; noch weniger die Glieder der Ölsäurereihe. Darum 
ist auch die alimentäre Acetonurie am bedeutendsten bei Butterzufuhr, 
etwas weniger bei Schweine- und Rinderfett. Die Acetonbildung ist 
mit Sicherheit als eine Funktion der Leber nachgewiesen worden durch 
Embden und seine Mitarbeiter Kalberlach, Salomon, Schmied an über- 
lebenden Lebern durch Versuche mit Durchblutung. Etwas später 
von Fischer und Kosow an lebenden Hunden mit Eckscher Fistel 
und solchen mit umgekehrter Eckscher Fistel. 

Für meine Untersuchungen kommt nur die alimentäre oder physio- 
logische Acetonurie in Betracht, d. h. eine Acetonurie, die beim Ge- 
sunden erzeugt werden kann durch Modifikationen der Ernährung 
ohne direkte Schädigung des Organismus. Das durch die Lunge aus- 
geschiedene Aceton lasse ich unberücksichtigt. 

Beim Menschen tritt regelmäßig eine vermehrte Ausscheidung 
von Acetonkörpern ein im Hungern, sowie bei Ausschalten der Kohle- 
hydrate aus der Nahrung. Die Intensität der Ausscheidung nimmt zu 
mit der Fortdauer des Kohlehydratentzuges. Bei Affe und Schwein 
ist durch die gleichen Bedingungen Acetonurie zu erzeugen. Diese . 
wird durch regelmäßige, ausgiebige Körperbewegung (Verringerung der 
Kohlehydratvorräte des Organismus durch Muskelarbeit) noch ge- 
‚ steigert. 

Beim Hunde ist nach Neubauer-Huppert durch einfache Kohle- 
hydratdiät keine Acetonurie zu erreichen, wenn nicht zugleich dem 
Körper der aus Eiweiß entstehende Zucker durch Phloridzin wieder 
entzogen wird. Fr. Hot findet die Verhältnisse beim Hunde gerade 
umgekehrt wie beim Menschen. Er sagt: Beim Hunde sinkt die Aceton- 
ausscheidung im Hunger; bei Fleischfütterung geht sie parallel mit 
der Stickstoffausscheidung. Kohlehydrate bedingen keinen Abfall. 
Auch Fett ist wirkungslos. Die Gesamtacetonausscheidung ist bei 
mäßiger Fleischkost am geringsten, im Hunger und bei Kohlehydrat- 
zufuhr größer. Ihm stehen gegenüber die Untersuchungsergebnisse 
Azemars, Rowolds u. a., die im normalen Hundeharn Acetonmengen 
von einigen Milligrammen gefunden haben und diese durch Hungern 
und durch Fettzufuhr haben vermehren können. 
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Zu den quantitativen Acetonanalysen benutzte ich das vereinfachte 
Verfahren von Embden und Schmitz nach den Angaben in Neubauer-Hupperts 
„Analyse des Harns". Das ist eine Bestimmung des Acetons als Jodoform 
in alkalischer Lösung. | 

„In einem 3, -Liter- Kolben werden 20 ccm Harn (bei geringem Aceton- 
gehalt entsprechend mehr, ich habe meistens 50 ccm verwendet) mit 150 сет 
Wasser und 2 ccm 50 proz. Essigsäure während 25 Minuten am Destillations- 
apparat im Sieden erhalten, wobei etwa 80 ccm der Flüssigkeit übergehen 
sollen. Als Vorlage dient ein %,-Läiter-Erlenmeyerkolben, der mit 150 cem 
möglichst kaltern Wasser beschickt ist. Starke Kühlung des Destillations- 
rohres ist notwendig. Das Destillat wird in der Vorlage mit 30 ccm 33 proz. 
Natronlauge und aus der Bürette mit einem reichlichen Überfluß n’10 
Jodlösung versetzt unter leichtem Umschwenken (nicht Schütteln). Eine 
braune Färbung an der Berührungsstelle beim Einfallen eines Tropfens 
Salzsäure zeigt einen Jodüberschuß ап. Das Jodoform fällt zunächst als 
weißgelbliche Färbung aus, die sich bald in intensiv gelbe Kristalle um- 
wandelt. Nach 5 Minuten wird mit Salzsäure von 25°, angesäuert, mit 
einigen Tropfen Stärkelösung versetzt und mit п/10 Thiosulfatlösung das 
unverbrauchte Jod zurücktitriert. 

Leem п/10 Jodlösung = 0,967 mg Aceton. 

Dabei wird die im Harn anwesende Acetessigsäure mitbestimmt, da 
sie bei der Destillation in Aceton übergeht. Weil Hundeharn oft Nitrite 
enthält und diese störend auf die Titration wirken, habe ich, um sie zurück- 
zuhalten, das Gemisch vor der Destillation immer mit einer Prise Calcium- 
carbonat versetzt. Über weitere Fehlerquellen und ihr Ausschalten bei 
der Bestimmung des Acetons als Jodoform verweise ich auf die einschlägige 
Literatur, besonders Neubauer-Hupperts Lehrbuch. Dem Verfahren wird 
von verschiedenen Autoren Ungenauigkeit vorgeworfen wegen kleiner 
Acetonverluste. Für meine Arbeit war es aber sehr wohl anwendbar. Ich 
konnte durch peinliches Innehalten der Vorschriften der Methode gleich- 
wertige Resultate zum Vergleichen erhalten. 


Für meine Untersuchungen verschaffte ich mir zwei Hunde. Die 
Versuchsanordnung war in großen Zügen wie folgt gedacht: 


Die Tiere werden in Käfigen gehalten, die gestatten durch Siebboden 
und Trichter den gesamten Harn aufzufangen. Die Hunde werden an- 
gehalten, nach und nach den Harn nur spontan ins Glas zu lassen, um ihn 
so möglichst vollständig und ohne Verunreinigungen zu erhalten. Wenn 
nötig, werden die Tiere katheterisiert. Der tägliche Harn wird jeweils 
mit destilliertem Wasser zu einer runden Menge aufgefüllt und frisch unter- 
sucht. Durch einige Hungertage und häufige Körperbewegung werden 
die Tiere kohlehydratarm gemacht. Anschließend folgt eine spezielle 
Fütterungsperiode zur Erzeugung und Steigerung der Acetonbildung. Zu 
dem Zwecke erhalten die Tiere nur Eiweiß in Mengen vom Kaloriengehalt 
des Erhaltungsfutters und reichlich Fett unter Ausschluß der Kohlehydrate. 
Diese Diät dauert 5 bis 6 Tage, d. h. so lange als ein gleichmäßiges Steigen 
des Acetongehaltes des Harns festzustellen ist. Dann wird die Reihe unter- 
brochen durch einen Tag der Ernährung mit reichlichem gemischten 
Futter, speziell auch Kohlehydraten in Form von Brot und Zucker. In 
diesem Sinne wird fortgefahren, bis eine genügende Anzahl, mindestens 
zwei, solcher Versuchsreihen mit brauchbaren Resultaten erhalten sind. 
Darauf wird an den Tieren die Splenectomie ausgeführt und nach der 
Operation in genau gleicher Weise mit Fütterungsperioden vorgegangen 
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wie vorher. Aus dem Vergleich der unter denselben Bedingungen aus- 
geschiedenen Acetonmengen vor und nach der Milzexstirpation ergeben 
sich die Ausfallserscheinungen der Milz. 

Hund 1, Spitzerbastard, Kastrat, 1 Jahr alt etwa 10 kg schwer, hat 
vor der Untersuchungszeit einige Tage sehr kohlehydratreiches Futter 
genossen (Maisbrei und Pferdefleisch). Der Harn aus dieser Zeit zeigt kein 
Aceton. Das Tier wird zuerst einer zweitägigen Hungerkur unterworfen. 
Das in dieser Zeit ausgeschiedene Aceton beträgt 2,5 mg pro die Die 
nächsten 2 Tage erhält der Hund je 150 g kohlehydratfrei gemachtes mageres 
Rindfleisch und 50 р Schweinefett. 

Das Zubereiten des Fleisches geschah jeweils teils zu Hause, teils 
im Laboratorium. Es wurde roh fein zerhackt, in siedendes Wasser ein- 
gelegt und während 1, Ыз %, Stunden im Sieden erhalten. Darauf wurde 
die Brühe abgeschüttet, das Fleisch gut ausgepreßt und getrocknet. Zur 
Fütterung wurden täglich die abgewogenen Mengen Fleisch und Fett mit 
dem nötigen Salz zu einem schmackhaften Brei angerührt und unter zwei 
Malen verabreicht. Ich habe Schweinefett zur Fütterung gewählt, einmal 
weil es leichter in konstanter Zusammensetzung käuflich ist und bei ihm 
weniger Gefahr drohte für meine Versuche, daß es auch störende Kohle- 
hydrate enthält als bei der Butter, zum anderen des billigeren Preises wegen, 
obgleich Butter eine intensivere Acetonurie erzeugt als andere Fette. 

Vom dritten Versuchstage an wird, um die Acetonbildung möglichst 
zu steigern, die Fleischmenge vermindert auf 130 g täglich, das Fett ver- 
mehrt auf 70 р. Während der ersten Diätperiode von 6 Tagen steigt die 
tägliche Acetonausscheidung langsam von 1,2 auf 5,7 mg. Am folgenden 
Tage mit gemischter, reichlicher Kost, Zucker, Brot, Fleisch, sinkt der 
Acetongehalt des Harns sofort auf 1,9 mg zurück. Ег beginnt aber mit 
Einsetzen der Kohlehydratdiät ebenso rasch wieder zu steigen, in 6 Tagen 
auf 7,2 bzw. 6,8mg. Nun wird das Tier wieder einen Tag reichlich 
gefüttert und dann nach 24stündigem Hungern splenectomiert. 

Die Operation wurde unter tiefer Morphiumchloroformnarkose in der 
linken Parasternallinie ausgeführt und vom Tier sehr gut ertragen: etwa 
10-ст langer Schnitt durch die Bauchdecken, Hervorziehen der Milz aus 
der Wunde. Dann Unterbinden sämtlicher Gefäße am Hilus mit Catgut, 
Lostrennen der Milz vom Netz und Versenken des Stummels in der Bauch- 
höhle. Nachher Schließen der Wunde durch Etagennaht. Ich habe mich 
durch Abtasten der Umgebung überzeugt, daß keine Nebenmilzen vor- 
handen sind. Die Bauchwunde verheilte per primam int. 


Während der zwei je sechstägigen Diätperioden nach der Milz- 
exstirpation ist kein Steigen der Acetonausscheidung mehr festzustellen. 
Die täglichen Werte schwanken unter leichtem Sinken bei Fortdauer 
der Diät zwischen 3,8 und 3,0 mg. Der Einfluß der Kohlehydrate am 
Schalttage bleibt derselbe, d. h. bei Kohlehydratzufuhr sinkt die Aceton- 
ausscheidung sofort ab, steigt aber prompt wieder auf die frühere 
Höhe bei Wiedereinsetzen der Diät. Auch eine die Acetonbildung 
über mehrere Tage steigernde Wirkung der Narkose, wie sie die Lite- 
ratur angibt, kann ich nicht konstatieren. Ich möchte nur die ver- 
mehrte Ausscheidung am Operationstage selbst (3,4 mg Aceton in 
nur 170ccm Harn) dafür ansprechen. Die genauen Werte sind in 
Tabelle I (Hund 1) zusammengestellt. 
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Tabelle I. (Hund 1.) 





| Harn | Aceton | 

















Tag | Fütterung Bemerkungen 
| зп ccm | in mg 

1 Hunger . ....... | 500,0 2,516 | 

Dee 500,0 2,516 | 

3 рій it 50g Fett 150g Fleisch! 4000 | 1289 | 

4: „50 „ 10 , 500,0 1,208 | 

5 | ” 10 ” 130 ” 4000 | 2876 

6 „ 70 „ 130 „ ., 3000 5291 | 

17. „IO „130 „ | 3000 5,221 

8 „10 „130 „ | 300,0 5,755 | 

9 Gemischte Kost . . 400,0 1,963 ' Brot, Milch, Zucker 

10 ` Diät 70g Fett 130g Pletsch) 200,0 | 3,519 

11 g „ 13 „ | 950,0 5,494 | 

12 „10 „ 130 „ ' 3000 6,867 ' 

13 „10 „10 , ` ‚0 1,299: 

Hu, 70 „ 10 " 2000 7,249 | 

15 10 „ 10 „350,0 6,867 | 

16 | Gemischte Kost 22.5 200,0 3,191 ' Brot, Milch, Zucker 

17 | Hunger ........ | 200,0 2,030 | 

ИЗНЕО E ene | 170,0 4,399 Operation 

19 Gemischte Kost . | 350,0 3,384 | 

20 | Diät70gFett 130g ‚Fleisch! 250,0 3,868 | 

21 70 „| 3000 3,481 

22 „10 „ 10 „ ! 2000 3,287 

23 „10 „ 1380 „ | 2500 3,142 

24 „10 „ BO , | 220,0 3,287 

25 Gemischte Ко... . 600,0 1,160 Brot, Milch, Zucker 

26 | Dër, | 300,0 4,061 

27 SES ‚ 350,0 3,484 | 

>. ee . 200,0 3,094 | 

2901 а | 250,0 | 3,182 | 

30 | Е о 17 450,0 3,481 | 

ЗЕ. Ш.А ш ы: ‚ 6000 . 3,484 | 


In der Abb. 1 (Hund 1) sind die Tage als Ordinaten fortlaufend, 
die zugehörigen Acetonwerte in Milligrammen schwarz, die Нат- 





Abb. 1. 


mengen in gestrichelter Linie eingetragen. Die schwarze Kurve zeigt 
in sehr schöner klarer Weise das Ansteigen der Acetonausscheidung bei 
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reiner Eiweiß- und Fettfütterung und das rasche plötzliche Abfallen bei 
Kohlehydratzufuhr beim normalen Tiere. — Diätperioden a und b. — 
Im Hungerzustande ist ein leichtes Abfallen zu konstatieren, Tag 17. 
Nach der Milzexstirpation zeigt die Kurve ein neues Bild: Nach an- 
fänglichem kurzen Steigen ein leichtes Abfallen und Ausbuchten nach 
unten. Also keine Steigerung mehr der Acetonurie durch Eiweiß- 
und Fettzufuhr, während der Einfluß der Kohlehydrate derselbe bleibt. 

In Tabelle II (Hund 1) habe ich periodenweise zusammengestellt 
die durchschnittlichen täglichen Harn- und Acetonmengen und die 
Acetonmengen auf das Liter Harn bezogen. 


Tabelle II. (Hund 1.) 




















| Durchschnittliche tägliche Aceton 
Diätperioden ae: See a un nn rss: DO Liter Ham 

Е || Harnmenge in ccm | Aceton in mg in mg 

ante ор. a... | 360,0 355 | 9,68 
IRRE | 250.0 6.15 24.6 
post.op.d........ | 330,0 3,33 | 10,2 
e чу блю d Ж! | 350,0 3,38 | 9,4 

Die Perioden zusammengerechnet 

ante ор......... | 305,0 4,85 | 16,14 

post. op.. . . . . . .. | 340.0 3,35 9,8 


Die Tabelle zeigt deutlich größere tägliche und aufs Liter be- 
rechnete . Acetonwerte beim normalen Tiere als beim milzlosen und um- 
gekehrt vermehrte Harnabsonderung beim milzlosen. Dazu ist noch 
zu bemerken, daß in Reihe a der Harnwert absolut zu groß und damit 
folgerichtig der auf die Harnmenge bezogene Acetonwert zu klein ist. 
Denn während der ersten Periode hat der Hund oft im Käfig geharnt, 
wodurch leichtes Ausspülen des Käfigs nötig wurde und damit stärkeres 
Verdünnen des Harns im Sammelgefäß. Später ist es gelungen, den 
Harn vollständig außerhalb des Käfigs direkt abzufassen. Die Zahlen 
der zwei letzten Reihen sind die Tagesmittel aller Versuchstage vor 
und nach der Operation. Diese zeigen eindeutig vermehrte Harn- 
und verminderte Acetonausscheidung bei Fehlen der Milz. 

Hund 2. Dachshundbastard, männlich, 1 Jahr alt, l4kg schwer. 
Dieser hat etwa 2 Wochen das kohlehydratreiche Futter Maisbrei und 
Pferdefleisch erhalten und dabei sehr reichlich Harn abgesondert. Die 
Acetonmenge habe ich für einen dieser Tage auf 2,4 mg bestimmen können. 
Er wurde wie Hund 1 zuerst einer zweitägigen Hungerkur unterworfen. 
Dabei steigt die Acetonausscheidung am ersten Tage auf 3,8 mg und fällt 
am zweiten auf 3,3 mg zurück. Entsprechend seinem größeren Gewichte 
erhält der Hund durch die erste Diätperiode von 5 Tagen täglich 200 g 
Fleisch und 50g Fett in gleicher Weise zubereitet, wie bei Hund 1 angegeben. 
Dabei steigt der tägliche Acetongehalt des Harns von 2,7 auf 5,7 mg und 
sinkt am Schalttag mit gemischtem Futter ab auf 3,8 mg. Für die folgenden 
Diätperioden wird das Fleisch vermindert, das Fett vermehrt auf 170 bzw. 
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80 g. In der zweiten Versuchsreihe vor der Operation gelingt die prächtige 
regelmäßige Steigerung des Acetons bis auf 8,5 mg. Am Tage vor der 
Operation erhält das Tier nur zwei reichliche gemischte Mahlzeiten, morgen: 
und mittags, dann muß es 24 Stunden hungern und wird am Nachmittag 
operiert. 

Die Splenectomie wurde hier ausgeführt wie bei Hund 1 mit der: 
einzigen Unterschiede, daß ich den Hautschnitt nicht in der Parasternal- 
linie, sondern parallel dem linken Rippenbogen gelegt habe. Die Operation 
verlief glatt, Nebenmilz war keine vorhanden. 


Am Tage der Operation und am nächstfolgenden mit etwas Milch- 
kost scheidet das Tier је 6,1 mg Aceton aus. Nun setzen wieder die 
Diättage ein. Dabei steigt der Acetongehalt am ersten Tage auf 9,5. 
sinkt dann langsam auf 8,6 mg und schnellt am fünften Tage der Periode 
auf 9,4 mg hinauf. Ich war anfänglich geneigt, die hohen Werte dieser 
Periode auf Rechnung der Narkosewirkung zu setzen, was für die 
ersten Tage auch sicher zutreffen mag. Das Aufschnellen des Aceton- 
wertes am Ende der Periode geht aber Hand in Hand mit einer plötzlich 
einsetzenden Polyurie, Unwohlsein und leichtem Fieber des Hundes. 
Dies alles sind die Folgen eines kleinen Unfalls. Der Hund war nach 
der Operation sehr munter und ist mir leider am dritten Tage direkt 
aus dem Käfig gesprungen. Dabei hat er sich eine Naht in der Bauch- 
muskulatur aufgerissen, was eine Blutung unter der Hautnaht mit 
Erguß in die Bauchhöhle verursachte. Schon am nächsten Tage zeigte 
er sich etwas träge und schlafsüchtig. Am folgenden Tage war das 
Allgemeinbefinden noch mehr getrübt, das Tier fieberte und #аВ 
nicht recht. Der in großer Menge (1350 g) ausgeschiedene und direkt 
abgefangene Harn war strohgelb, wässerig, schäumte leicht und zeigte 
20/,, Eiweiß nach Esbachprobe. Ich habe den Harn auch auf Zucker 
untersucht; sowohl die Trommersche als die Gärungsprobe fielen 
negativ aus. Durch Öffnen eines Knopfhaftes im unteren Wundwinkel 
suchte ich dann der Ansammlung Abfluß zu verschaffen. Es entleerte 
sich ein serös-blutiges Exsudat, kein Eiter. Die Wunde schloß sich 
sehr rasch wieder und der Hund war bald so munter wie früher. Darum 
setze ich die starke Steigerung der Acetonausscheidung an diesen 
Tagen auf Rechnung der Allgemeinerkrankung, speziell des Resorptions- 
fiebers. Am Fütterungstage mit gemischter Kost sinkt trotz Abhalten 
der Polyurie die Acetonmenge auf 6,9 mg. Nun fütterte ich über 3 Tage 
wieder etwas mehr Fleisch und weniger Fett. (200 bzw. 50 р). Dabei 
sinkt der Acetongehalt langsam auf 5,8mg. Nach Umänderung der 
Diät auf 170g Fleisch und 80 g Fett steigt er wieder auf 6,8 mg und 
schwankt bei Fortdauer des Kohlehydratentzuges während 6 Tagen 
um diesen Wert herum. Die täglichen Acetonwerte sind durchschnittlich 
sogar höher nach der Operation als vorher. Doch bleiben sie während 
der ganzen Dauer des Kohlehydratentzuges auf derselben Höhe, ja 
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sie sinken eher ein wenig. Ein regelmäßiges Steigen wie vor der Ope- 
ration ist unter denselben Bedingungen nicht mehr zu erreichen. Die 
genauen täglichen Werte für Hund 2 sind in Tabelle III zusammen- 
gestellt. 



























































Tabelle III. (Hund 2.) 

Tag | Fütterung | Ss менон | Bemerkungen 

| in ccm in mg 

| В 
БИ: © Pe ZA | 250,0 3,802 | 
LA ды а | 2500 | 3,318 | 
3 a fe 3500 | 2,707 | 
4 e ` à 350.0 | 3,901 | 
5 o 200. = 4500 5,271 
6 |> „ 200 > 3500 | 5415 | 
7 „ 20 „ | 3500 | 5,753 
8 | аз 9 РОР 1000,0 3,868 | 
9 || Diät80gFett 170g Fleisch | 650,0 | 6,275 
10 | „ 80 „ 10 „ 900,0 | 6,962 
SA а: ` | 500,0 | 7,736 | 
і wä a 2 — 600,0 | 8,122 
13 | 80 „ 10 „ | 750,0 | 8,509 | 
14 | Gemischte Kost . `.. 950,0 5,028 
15 | ЖИШӨР — e у со ъз .! 800,0 6,188 Operation 
16 | Gemischte Kost . | 800,0 6,188 
17 ү" Diät 80g Bett 170 д Fleisch. 1100,0 | 9,573 
18 80 „ 170 „ | 7000 9,476 
19 170 | 900,0 | 8,703 
20 kä 5. 420: 9.5 750,0 | 8,699 | 
21 = än "7 1350,0 | 9,443 
22 | еа. 14000 | 6,922 
23 | Diät50gFett200g Fleisch 1 150,0 6,672 
24 | 560 „ 20 , | 850.0 | 5,995 
25 er „50 „ 200 | 5000 | 5,802 
26 „ 80 „ 10 „ 1 9000 | 6,850 
27 | 80 „10 „ | 7000 | 6,769 
28 „80 „ 10 „ | 7500 | 6,962 | 
29 | „80 „ 10 „ | 8000 | 6,865 | 
30 | Ton ” 10 Ti 6000 | 6769 | 
31 ” 86 ” 170 „ | 7000 | 6672 | 


Die Abb. 2 (Hund 2) ist genau gleich gehalten wie Abb. 1 (Hund 1): 
schwarz die Aceton-, gestrichelt die Harnkurve. Die Acetonkurve beginnt 
beim normalen Tiere mit einem leichten Abfallen im Hungerzustande. 
Sehr schön kommt die gleichmäßige Steigerung der Acetonurie während 
der Diätperioden a und b vor der Operation zum Ausdruck. Bei Kohle- 
hydratzufuhr sinkt sie ebenso rapid, wenn auch nicht ganz so tief wie 
bei Hund 1. Nach der Milzexstirpation ist das Bild nicht so klar. Die 
Kurve schnellt post. op. rasch in die Höhe, sinkt mit Einsetzen der 
reinen Fiweiß- und Fettnahrung während 4 Tagen regelmäßig ab und 
erhebt sich am fünften Tage wieder zur ursprünglichen Höhe. Zugleich 
setzt sehr stark vermehrte Harnabsonderung ein (gestrichelte Kurve). 
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Bei Kohlehydratzufuhr (Tag 22) fällt die Acetonkurve rasch wieder ab, 
während die Polyurie noch einige Tage andauert. Das Sinken hält 
an in der Diät, wird unterbrochen durch Vermehrung der Fettzufuhr, 
und dann hält sich die Acetonausscheidung bei Kohlehydratentzug 
über 6 Tage auf derselben Höhe. Die Kurve zeigt auch hier deutlich, 


BE 


A 


N 
а 





daß nach der Splenectomie keine regelmäßige Steigerung der Acetonurie 
durch Eiweiß- und Fettzufuhr mehr zu erreichen ist, wenn sie auch 
gegenüber vor der Operation und gegenüber Hund 1 sich in höheren 
absoluten Werten bewegt. 

Die periodenweise Zusammenstellung der durchschnittlichen täg- 
lichen Harn- und Acetonwerte, sowie der aufs Liter bezogenen Aceton- 
mengen zeigt Tabelle IV (Hund 2). 





Tabelle IV. (Hund 2.) 








Durchschnittliche tägliche Werte Aceton 
Diatperioden = | т Ke ee pro Liter Harn 
А Harn in ccm Aceton in mg in m 
Deeg Se 

ante ор.а....... 370,0 4.61 ' 12,39 
"EEE "ИКЕ, ош 680.0 7.48 11,0 
post. ор. е....... 940.0 9,52 10.12 
©, и. ш ж на даа 820,0 | 6,36 7,7 
о ENEE 710,0 | 6,75 9,4 

Die Perioden zusammengerechnet Sine c 

ante ор......... 525,0 6,04 d 11,69 

post ор......... 765.0 6.55 | 8,55 


Diese Tabelle bringt die Verhältnisse nicht so eindeutig zum Aus- 
druek wie die entsprechende Zusammenstellung für Hund 1. 
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Am deutlichsten spricht die letzte Kolonne: pro Liter Harn ist 
vor der Splenectomie bedeutend mehr Aceton zur Ausscheidung gelangt 
als nachher. Die tägliche Acetonmenge ist nach der Operation sogar 
größer als beim normalen Tiere. Wenn wir aber die letzte Reihe vor 
der Operation, b, und die zwei Reihen d und е nach der Operation 
vergleichen, haben wir auch hier dasselbe Bild wie oben: Mit Milz 
stärkere Acetonausscheidung als ohne. Reihe c unmittelbar nach der 
Splenectomie fällt ganz aus dem Bilde heraus. Ich kann sie nicht 
zum Vergleich heranziehen, weil ich sie nach schon früher Angeführtem 
nicht als normal ansprechen kann. Die Harnabsonderung ist wie bei 
Hund 1 nach der Milzexstirpation deutlich vermehrt. Obschon nur 
wenige Kilogramm schwerer als der erste, hat Hund 2 durchweg doppelt 
so viel Harn und Aceton ausgeschieden. Es gelang bei ihm von Anfang. 
an, den Harn direkt abzufangen. Weil er so große Mengen wässerigen, 
hellgelben Harns ausschied, hatte ich ihn im Verdacht, er leide an 
Diabetes. Ich habe das Tier auch daraufhin untersucht. Die Zucker- 
proben fielen jedoch alle negativ aus. — Nach Besprechung der Tabellen 
und der graphischen Darstellungen meiner Versuchsergebnisse komme 
ich zu folgenden Schlüssen: 


Zusammenfassung und Schlußfolgerungen. 


1. Beim normalen Hunde ist durch reine Eiweiß- und Fettfütterung 
unter Ausschluß der Kohlehydrate eine gesteigerte Acetonbildung zu 
erreichen. 

2. Bei Fehlen der Milz ist unter denselben Ernährungsbedingungen 
die Acetonausscheidung deutlich vermindert gegenüber dem normalen 
Tiere. 

3. Daraus folgt, daß die Milz aktivierend auf die Acetonbildung 
wirkt, womit ein neuer Beweis des aktivierenden Einflusses der Milz 
auf die Funktionen der Leber gegeben ist. 
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Die Wirkung von Salvarsan auf Serum. 


Von 
Yoshio Yasaki (Tokio). 


(Aus dem Hygienischen Institut der Universität Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 22. Februar 1923.) 


Versetzt man Salvarsan, das frisch in Kochsalzlösung gelöst wurde, 
in bestimmten Konzentrationen mit frischem Serum, so bildet sich 
nach kürzester Zeit bei Zimmertemperatur ein flockiger Niederschlag. 
Diese Erscheinung wurde zuerst von Kriischewsky (1) beschrieben und 
unabhängig von ihm von Maie (2) beobachtet. Die weitere Unter- 
suchung des Präzipitats erschien aus mehreren Gründen von Interesse. 
Die Frage über die eigentlichen Angriffspunkte, sowie die Art der Ver- 
ankerung des Salvarsans, sei es im Tierkörper, sei es im Parasiten, 
bedarf noch eingehender Prüfung, wenn wir ein Bild über die bisher 
ungeklärte Salvarsanwirkung gewinnen wollen. Über die Richtung 
der Affinität des Salvarsans könnte nun gerade die erwähnte Nieder- 
schlagsbildung als Wegweiser dienen, denn hier handelt es sich um 
ein Reaktionsprodukt, das sich allem Anschein nach infolge der Affi- 
nität des Salvarsans zu bestimmten Bestandteilen des Tierkörpers 
bildet. Von einigen Seiten wird auch die eigentliche keimtötende 
Wirkung des Salvarsans einer Verbindung zwischen Salvarsan und 
Serum zugeschrieben. Die Möglichkeit des Zustandekommens einer 
derartigen Verbindung nach der Einverleibung des Salvarsans ist 
gleichfalls durch die Bildung des Präzipitats gegeben. Endlich war 
es nicht ausgeschlossen, auch über schädigende Wirkungen des Sal- 
varsans, die auf Grund seiner organotropen Eigenschaften sich zeigen, 
bei einer näheren Untersuchung des Niederschlags Aufschluß zu 
gewinnen. Hier war in erster Linie an die anaphylaktischen Erschei- 
nungen zu denken, die gelegentlich nach Salvarsaninjektionen beob- 
achtet wurden, und die unter anderem auf physikalisch-chemische 
Zustandsänderungen des Serums zurückgeführt werden könnten, für 
die wir in dem Auftreten einer Ausflockung den sichtbaren Ausdruck 
zu erblicken haben. 
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Die Niederschlagsbildung ist am deutlichsten bei der Überschichtung 
von Serum und Serumverdünnungen mit Lösungen des Salvarsans 
in Kochsalzlösung durch die Ringprobe sichtbar zu machen. Die 
Herstellung der Lösungen der Salvarsanpräparate erfolgte der Vor- 
schrift entsprechend, die weitere Verdünnung wurde mit 0,86proz. 
Kochsalzlösung vorgenommen. Zur Verwendung gelangten nur frisch 
bereitete Lösungen. 


Wie Tabelle I zeigt, ist die Ringbildung noch bei der Einwirkung 
von 0,5 mg Neosalvarsan auf 0,5 сст frisches Meerschweinchenserum 
nach l- und 16stündiger Beobachtung bei Zimmertemperatur deutlich, 
sie verschwindet bei Zufügen von Salvarsan im Überschuß wieder. 








раа ege ешеш d Ringbildung, Beobachtung bei Zimmertemperatur 


Kochsalzlösung enthaltend |. ——--— 

















Ке ЕМ eosalvar san | sofort | nach 5 Minuten | nach 1 Stunde 
Bam Se ee ei ОН EE ee er ern орысы ы ыжы Gees 
0,05 E e TE ИЄ + 
0005 | + +++ ` GE 
0,00005 | э у ш к = 


Über die Ausflockung des Serums durch Altsalvarsan und Salvarsan- 
natrium, die bei ersterem schwächer, bei letzterem stärker ist als beim 
Neosalvarsan, unterrichten Tabelle II und III. 









































Tabelle II. 
| Meerschweinchenserum 0,5 ccm | ЕУ Ringbildung 
überschichtet mit Alt-alvarsın a шр he Be a EE See a ыш 
g | sofort Eu | nach 5 Minuten Ss nach 1 Stunde Ee 
0,05 | = | т | + 
0,005 о ® = Ж ы 
0,0005 | ВЕ = Ss 
0,00005 | = — = 
Tabelle III. 
О (р Кв Н 
Salvarsannafrıum | с. E EE 
sofort | | nach 5 Minuten | nach 1 Stunde — 
0,05 + | | d 
0,065 E +++ 
0,0005 О | + Foal 
0.00005 + ++ ++ 


Auch mit Бега anderer Tiere sowie des Menschen tritt eine Präzipitation 
ein. Bei verschiedenen frischen Proben von verschiedenen Tierarten fehlt 
die Reaktion nur im Froschserum, aufjallend stark wurde Hühnererweiß aus- 
geflockt (Tabelle IV.) 


29* 


452 У. Yasaki: 


Tabelle IV. 
Ringprobe mit je gleichen Mengen Neosalvarsan (0,005g) und Serum 
(0,5 ccm) von 





+ 














a | Ratte Hammel | Pferd | Rind GENEE | Frosch ‚ Hübnereiweiß 
++ ++i +o ++ + EECHER ое 


Bemerkenswert ist es auch, daß halbstündig bei 56° erhiizies, 
inaktiviertes Serum, gleichgültig welcher Tierart, durch Salvarsan nichi 
mehr ausgeflockt wird (Tabelle V). Der Niederschlag tritt ferner am 
deutlichsten in Erscheinung, wenn die Reaktion in Eiswasser vorgenommen 
wird. Bei steigender Temperatur nimmt die Stärke der Ausflockung ab. 
Sie ist bei 370 deutlich schwächer und zum Teil nur angedeutet und 
konnte bei 56° überhaupt nicht beobachtet werden. Der in der Kälte 
entstandene Niederschlag läßt sich in der Wärme, z. B. bei 55°, fast 
augenblicklich wieder in Lösung bringen, er tritt bei erneuter Kälte- 
einwirkung sogleich wieder auf und so fort. Es handelt sich also allem 
Anschein nach nicht um eine grobe Denaturierung und Koagulation 
des Serums durch den Salvarsanzusatz, sondern um reversible Vorgänge 
besonderer Art. Daß ferner nicht lediglich eine Ausflockung der Gesamt- 
kolloide des Serums vorliegt, geht auch daraus hervor, daß die Reaktion 
nur mit dem Albuminteil des Serums, nicht aber mit der Globulin- 
fraktion auftritt. (Die Trennung in den Albumin- und Globulinteil 
erfolgte nach der Methode von Liefmann, indem durch mit Wasser 
verdünntes Serum Kohlensäure geleitet wurde.) (Tabelle V.) 


Tabelle V. 





SS in äquivalenten Konzentrationen Ausflockung 
5 mal verdünnt 5,0 ccm | in Eiswasser 








Meerschweinchenserum !/, Std. 56°C 


Unbehandeltes Meerschweinchenserum . + Neosalvarsan 0,01 g Ä + 


ег ............... + x 0,01 g | Zu: 
CO,-Albumin unerhitzt .. . 2.2... + Е 0,015 | ++ 
CO,-Albumin !/, Std. 56°C... ... A: | 0,015, — 
CO,-Globulin. . 2.2 2 222. + т 0,018 
CO,-Globulin 1/, Std. 56°С...... + Я 0,01 g = — 


Wie Mate beobachtete, erleidet auch die Funktion dee Serums durch 
Salvarsan eine Einbuße. Neben einer Verzögerung der Gerinnung zeigt 
sich vor allem eine Beeinträchtigung der Komplementwirkung. Es ist 
naheliegend, diese mit den eben geschilderten Ausflockungsvorgängen im 
Serumalbuminteil in Zusammenhang zu bringen. Versuche, die nach dieser 
Richtung angestellt wurden, haben eine Entscheidung über diese Frage 
aber noch nicht erbracht. 
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Der Niederschlag ist löslich in Säure, Alkali und Glycerin, un- 
löslich in Lipoidlösungsmitteln, vor allem Äther, Alkohol und Chloro- 
form. Nach gründlichem Waschen des Präzipitats und dessen Lösung 
in der Wärme war in diesem mittels der Abelinschen Farbreaktion 
stets deutlich Salvarsan nachweisbar. Dieses konnte in unseren Ver- 
suchen auch durch Dialyse nicht wieder vollständig entfernt werden. 
Eine festere Bindung des Salvarsans erscheint demnach wahrscheinlich. 


Charakteristisch für die Wirkung von Salvarsan auf Serum ist 
also einerseits die Beeinflussung lediglich der Serumalbuminfraktion, 
andererseits die Reversibilität des Ausflockungsvorganges, dessen 
Stärke mit der einwirkenden Temperatur abnimmt. Dieses Merkmal 
unterscheidet das Salvarsan von den Schwermetallsalzen, vor allem 
dem Sublimat und organischen Verbindungen, wie Phenol, Formalin 
und Alkohol. Die durch diese Verbindungen im Serum hervorgerufenen 
Koagulationen sind in weitem Sinne irreversibl. Für die chemothera- 
peutische Wirksamkeit eines Mittels kann der physikalisch-chemische 
Zustand des Milieus, in dem sich die bakterientötende Wirkung abspielt, 
nicht gleichgültig sein. So wird beispielsweise auch in vitro die bak- 
terientötende Wirkung des Sublimats, Formalins, Alkohols durch 
Serumzusatz abgeschwächt, die des Salvarsans aber bleibt unter den- 
selben Bedingungen unverändert oder nimmt sogar zu [Schiemann (3)]. 
Vielleicht beruht der Vorzug des Salvarsans in chemotherapeutischer 
Hinsicht auf der besonderen Beschaffenheit der Verbindung zwischen 
Serum- (oder Organ-)Eiweißstoffen und dem Salvarsan, deren Zer- 
teilung bei Körpertemperatur möglicherweise einen für den chemo- 
therapeutischen Effekt günstigen Zustand erreicht. (Schiemann beob- 
achtete stärkere keimtötende Wirkung mit Salvarsan und aktivem 
Serum als mit inaktivem Serum, mit dem nach unseren Versuchen 
keine Niederschlagsbildung durch Salvarsan erfolgt.) 


Ebenso wie die Anaphylaxie von manchen Seiten — auf Einzel- 
heiten kann hier nicht näher eingegangen werden — auf Dispersitäts- 
änderungen im Serum zurückgeführt wird, kann das Auftreten ana- 
phylaktischer Erscheinungen nach Salvarsaninjektionen auf die eben 
beschriebenen physikalisch-chemischen Zustandsänderungen im Serum 
zurückgeführt werden (vgl. Kritschewsky). Es sei darauf hingewiesen, 
daß auch Begleiterscheinungen der Anaphylaxie, nämlich Komplement- 
schwund und Hemmung der Blutgerinnung durch Salvarsaninjektionen 
ausgelöst werden können (Mate). 

Aber auch andere Möglichkeiten der Erklärung waren denkbar. 
Landsteiner (4) konnte durch chemische Eingriffe (Methylierung, Ace- 
tylierung, Azotierung) die antigenen Eigenschaften von Proteinkörpern 
verändern. Es fragte sich, ob durch die Einwirkung des Salvarsans 
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Eiweißstoffe auch im Sinne ihres antigenen Charakters Veränderungen 
erlitten, derart, daß durch Einverleibung des Salvarsans die eigenen 
Eiweißstoffe des behandelten Tieres so verändert wurden, daß diese 
nun wie körper- oder artfremdes Eiweiß antigene Wirkung entfalteten, 
also Antikörperbildung auslösten. Anaphylaktische Erscheinungen. 
die nach wiederholten Injektionen von Salvarsan auftraten, waren 
dann, wenn das wirklich der Fall war, analog den Symptomen zu 
deuten, die bei der Reinjektion von artfremdem Eiweiß auftreten. 

In einer ersten Versuchsreihe wurde der Nachweis von komplement- 
bindenden Antikörpern nach der Vorbehandlung von Kaninchen mit 
dem Präzipitat aus Kaninchenserum und Neosalvarsan versucht. 
Vier Kaninchen wurden mehrmals mit den in Tabelle VI angegebenen 
Niederschlagsmiengen intravenös vorbehandelt, die durch 24stündige 
Einwirkung von Neosalvarsan auf Kaninchenserum unter sterilen 
Bedingungen und nachträglichem Waschen — alles in der Kälte — 
gewonnen waren. 7, 10 und 12 Tage nach der letzten Vorbehandlung 
wurden Komplementbindungsversuche mit Salvarsan-Kaninchenserum- 
präzipitat als Antigen vorgenommen. Die wichtigsten Daten der Proto- 
kolle und die Ergebnisse der Versuche sind kurz in Tabelle VI wieder- 
gegeben. 


Tabelle VI. 





Intravenös vorbehandeltiin Abstanden | 
von einer Woche mit Niederschlag aus Kompiementbingungareakuon 
7. 1 


Kaninchen = und 12 Tage nach der 
Kaninchenserum + Neosalvarsan letzten Vorbehandlung 
O Ne ` _ ссп р ини 
1 3,0 0,03 
10,0 0,1 
10,0 0,1 
15,0 0,15 negativ 
2 5.0 0,05 
5,0 0,05 negativ 
3 5,0 0,05 
5,0 0,05 
10,0 0,1 
15,0 0,15 negativ 
4 10.0 0,1 
15,0 0,15 
20,0 0,2 
25,0 0,25 ` negativ 


In ciner zweiten Versuchsreihe wurden acht Meerschweinchen mit 
dem in analoger Weise gewonnenen Präzipitat aus Neosalvarsan und 
Meerschweinchenserum subkutan vorbehandelt und zur Beobachtung 
anaphylaktischer Symptome bestimmte Zeit nach der Erstinjektion 
mit Salvarsan-Meerschweinchenserumpräzipitat intravenös reinjiziert. 
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Tabelle VII. 

Z Vorbehandelt subkutan mit | 5 хо | Intravenös nachbehandelt mit | о 
25 | Niederschlag aus EER Niederschlag aus P 
55 je se ee ie 
=; | ua en + Neosalvarsan Re е ссе a t О 5 

S || serum сып g E: serum ccm | g 
ЕКТ К УИ ЕЛО РИШЕТ a L | 

1 \ 25 0,05 ul 50 am |— 

2 | 5,0 0.05 14 | 5,0 0,05 = 

3 Ä 5,0 005 | 28 5,0 0,05 = 

8 10,0 0,1 ' 28 10,0 0,1 — 

9 10,0 0,1 28 10,0 ол !— 

5 | 5,0 005 : 2 100 | ol IJ 

6 | 5,0 0,05 | di 5,0 0,05 е 

7 5,0 0.05 | 33. 50 | 005 = 
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Es konnten somit weder komplementbindende noch anaphylaktische 
Antikörper nach der Behandlung mit Neosalvarsanserumpräzipitat 
nachgewiesen werden. Eine eingreifende Änderung der Serumeiweiß- 
stoffe durch das Salvarsan im Sinne ihrer antigenen Wirkung scheint 
also nicht vorzuliegen. Zur Charakterisierung des Salvarsanserum- 
präzipitats erscheint uns dieses Ergebnis immerhin bemerkenswert, 
wenn es auch eine Erklärung über die Entstehung anaphylaktischer 
Erscheinungen nach Salvarsaninjektionen nicht zu geben vermag. 


Zusammenfassung. 

Der beim Mischen von Salvarsan mit Serum entstehende Nieder- 
schlag (Kritschewsky, Maie) bildet sich nur mit der Albuminfraktion, 
nicht mit den Globulinen und nicht mit halbstündig bei 56° erhitztem, 
inaktivem Serum. Er ist wärmereversibel.e Der antigene Charakter 
des Serums wird durch die Behandlung mit Salvarsan nicht geändert. 


Literatur. 
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Über eine Tropfenmethode 
zum Studium der Koagulation der Eiweißkörper. 


Von 
Jan Betka. 


(Aus dem chemischen Institut der Tierärztlichen Hochschule in Brünn, 
Tschechoslowakei.) 


(Eingegangen ат 24. Februar 1923.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Übersieht man die Literatur über die Koagulation der Proteine 
durch verschiedene Fällungsmittel, so kommt man zu der Überzeugung, 
daß dieser Teil der physiologischen Chemie noch nicht vollkommen 
abgeschlossen ist. Am besten ist die Koagulation durch die Elektro- 
lyten erforscht, und doch gelten die Angaben nur für bestimmte Kon- 
zentration der Eiweißkörper und sogar nur für bestimmte Proteine; 
hauptsächlich Eieralbumin, Gelatine und Casein. Für die Koagulation 
mittels der Nichtelektrolyten finden wir nur sporadische Angaben in 
der Literatur, nur für Äthylalkohol geltend. Erst in den letzten Arbeiten 
finden wir die Ansicht, daß bei der Koagulation auch das Verhältnis 
zwischen der Konzentration der Eiweißlösung und der Konzentration 
des Fällungsmittels eine wichtige Rolle für den Effekt der Fällung spielt. 

Der Einfluß verschiedener Ionen auf den Fällungsprozeß wird 
fleißig studiert (Pauli, Handovsky, Loeb), jedoch meistens nur bei 
bestimmten Konzentrationen der Eiweißlösung. Sind wir berechtigt, 
die so erhaltenen Resultate ohne weiteres auf andere Konzentrationen 
der Proteine zu übertragen, wenn wir wissen, daB das Verhältnis der 
Komponenten bei der Koagulation so wichtig ist? Sind wir berechtigt, 
die für eine Eiweißkörperart geltenden Versuchsresultate auch den 
anderen anzupassen ? Manifestiert sich bei diesen Reaktionen die Art- 
und Organspezifität der Proteine überhaupt nicht? Und doch können 
wir die verschiedensten Proteine durch die Präzipitationssera so fein 
unterscheiden, obzwar diese Reaktion nur eine Art der Eiweißfällung ist. 

Der Synergismus der verschiedenen Ionen bei der Fällung und 
anderen Prozessen ist durch die Arbeiten von Loeb zur allgemeinen 
Anerkennung gekommen, aber von der Mitwirkung der Eiweißkörper 
опа sogar der Fällungsmittel ist noch nichts bekannt. 


J. Becka: Koagulation der Eiweißkörper. 457 


Das waren die Ursachen, die mich zum systematischen Studium 
der Fällungsreaktionen der Eiweißkörper geführt haben. Als ich im 
April vorigen Jahres die ersten Versuche vorgenommen habe, kam 
ich zu der Überzeugung, daß die Hauptschwierigkeiten der Lösung des 
Fällungsproblems nur in der Methodik liegen. Ich habe zu den Ver- 
suchen erstens die allgemein benutzte Methode angewandt, die im 
Abderhaldenschen Handbuche beschrieben ist: Man bereitet ver- 
schiedene Konzentrationen des Fällungsmittels (gewöhnlich benutzt 
man einfachheitshalber eine geometrische Verdünnung 1%, 1⁄4, 1/5 usw.), 
und in die Eprouvetten gibt man bestimmtes Volumen einer bestimmten 
Eiweißverdünnung. Dann wird die Fällung mit einem bestimmten 
Volumen des Fällungsmittels ausgeführt, und die Resultate werden 
nach einer bestimmten Zeit notiert. Für jede Eiweißlösungskonzen- 
tration wird eine neue Reihe der Eprouvetten vorbereitet. Bei der 
Untersuchung eines Eiweißkörpers in zehn verschiedenen Konzen- 
trationen mit einem Fällungsmittel in zehn Konzentrationen braucht 
man also 100 Eprouvetten. Die Durchführung der Arbeit erfordert 
faßt 3 Stunden. Die dabei gewonnenen Resultate sind nicht auf einmal 
“übersehbar und auch nicht direkt miteinander vergleichbar, weil die 
Trübungen sich inzwischen ändern und auch in den Probiergläsern, 
wo sie anfangs überhaupt nicht sichtbar waren, zum Vorschein kommen. 
So viele Fällungsmittel man untersuchen wollte, sovielmal 100 Proben 
wären durchzuführen. Auf diese Art kann man an eine systematische 
Untersuchung von etwa 50 Fällungsmitteln, wenn auch nur von einem 
Eiweißkörper, überhaupt nicht denken. Und wenn man dieselbe Unter- 
suchung in anderen Verdünnungsmitteln (NaCl-, KCl-Lösung usw.) 
in Kombinationen derselben mit Kombinationen der Fällungsmittel 
und der wichtigsten Proteine systematisch durchführen wollte, wäre 
die Arbeit unüberwindlich. Und das wäre nur ein Teil der Arbeit; 
dann sollte man das Eiweißfällungsvermögen von verschiedenen Tier- 
arten, verschiedenen Organen in normalen und diversen physiologisch- 
pathologischen Zuständen untersuchen. Und doch halte ich dieses 
Studium für interessant und auch nützlich, nicht nur aus theoretischen 
Gründen, sondern auch vom Standpunkte der Medizin. 

Deshalb strebte ich, eine neue Methodik in Ausführung der Ver- 
suche auszuarbeiten, wozu ich Ergebnisse aus der Serologie anwendete. 
Das Studium der Agglutination von Mikroben wird erfolgreich in Tropfen 
auf den Objektträgern nicht nur mikroskopisch, sondern auch makro- 
skopisch vollführt. Im Jahre 1915 habe ich dieselbe Methode für ` 
Massenuntersuchungen folgendermaßen modifiziert: Um das Zerfließen 
der Tropfen zu vermeiden, habe ich mit einem Hohlkork, dessen Rand 
mit Vaseline angestrichen war, Rädchen mit fettem Saum in die Petri- 
schalen abgedrückt. In diese Rädchen trug ich mittels einer großen 
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Öse die Bazillenemulsionstropfen auf. Die große Öse hatte einen viermal 
(oder neunmal) größeren Inhalt als diejenige, mit welcher ich das 
Agglutinationsserum reihenweise in die Tropfen mischte. Wenn ich 
dann die kleine Öse in den ersten, zweiten usw. Tropfen übertrug. 
wurde dadurch sofort eine Verdünnung 1:5, 1:25, 1:250 usw. (oder 
1:10, 1:100 usw.) bereitet. 

Die Agglutination beschleunigte ich durch Erwärmen im Thermo- 
staten (bei 45°); das Austrocknen der Tropfen vermied ich durch Ver- 
schließen mit Petrideckeln, die vorher etwas erwärmt und befeuchtet 
wurden. 

Die Ergebnisse konnte ich bereits nach 5 Minuten, sogar bei den 
schwer agglutinierbaren Stämmen, makroskopisch gut beobachten. 
Diese Methode verwendete ich erfolgreich auch für Präzipitations- 
versuche, und diesmal in etwas veränderter Form für folgende Versuche. 

Man bereitet in einer Reihe von Eprouvetten die notwendigen 
geometrischen Verdünnungen vom untersuchten Eiweiß und vom be- 
treffenden Fällungsmittel. Dann wird die Flüssigkeit (erste Verdünnung) 
mittels eines in Kapillare gezogenen Röhrchens auf eine Fensterscheibe 
getröpfelt, die mit schwarzer Unterlage versehen ist. Die Menge der 
Tropfen ist durch die Zahl der Verdünnungen von Fällungsmitteln 
gegeben. Um die Tropfen gleichmäßig zu verteilen, benutze ich ein 
auf der Scheibe angeätztes oder auf der Unterlage gezeichnetes Netz. 
Das Zerfließen der Tropfen vermeidet man einfach: man streicht 
die Scheibe mit einem von Petroleum oder Paraffinöl fetten Lappen 
an. Auch kann man die sogenannten Hohlgläser für hängende Tropfen 
gebrauchen; dieselben haben drei bis vier Grübchen und werden nach 
Bedarf zusammengereiht. 

Ist die erste Verdünnung der Eiweißlösung oder des Fällungs- 
mittels getröpfelt worden, wird die Pipette ausgeblasen und eventuell 
mit der nächsten Verdünnung ausgespült. Dann erst wird die zweite 
Lösung getröpfelt usw. Sobald alle Eiweißverdünnungen ausgetröpfelt 
sind (zu 100 Tropfen für zehn Reihen Eiweißverdünnungen braucht 
man etwa 3 Minuten), führt man das Tröpfeln des Fällungsmittels 
durch, und zwar senkrecht auf die Richtung der Eiweißtropfen, so 
daß jeder Tropfen der Fällungsflüssigkeit in den gehörigen Eiweiß- 
tropfen kommt. Nach der Reinigung der Kapillare tröpfelt man die 
zweite Verdünnung usw. Beim Zusammenmischen der Tropfen ent- 
stehen gleich oder nach einer Weile entweder Fällungen, Trübungen, 
oder der gemischte Tropfen bleibt klar. Hat man sich die Verdünnungen 
zuvor bereitet, dauert der ganze Versuch etwa 6 Minuten: auf der 
Fensterscheibe erscheinen dann die Punkte verschieden getrübt. Die 
Trübungen sind gegen die schwarze Unterlage gut sichtbar. Bei diesen 
Versuchen ist vollkommen gleichgültig, ob man die Eiweißlösung in 
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das Fällungsmittel oder umgekehrt tröpfelt. Auch das Mischen, welches 
mit einem Platindraht durchgeführt werden kann, kann manchmal 
ausbleiben. Aber unbedingt notwendig ist, das Ablesen immer nach 
einer bestimmten Zeit, bei gleicher Beleuchtung und Beleuchtungs- 
richtung auszuführen. Das Resultat mit zehn Verdünnungen erscheint 
uns graphisch als ein aus hellen und dunklen Steinchen mosaikenweise 
zusammengestelltes Viereck. Das Bild ändert sich je nach der benutzten 
Eiweiß- oder Fällungsmittellösung. Auch die Anwesenheit diverser 
Ionen in ungleichen Konzentrationen ist sehr deutlich zu merken. 
Wenn man immer dieselben Bedingungen, hauptsächlich bei der Ab- 
lesung, einhält, dann sind die Resultate sehr gut vergleichbar. 

Wollen wir die Zeitwirkung auf die Entstehung der Trübungen 
beobachten, behalten wir die Scheiben im Thermostaten, wo eine 
Schale mit Wasser sich befindet. Nach einer Zeit sehen wir, daß die 
Intensität der Fällungen allmählich zunimmt, daß die Trübungen un- 
durchsichtiger werden und daß auch in den Tropfen, wo anfangs nichts 
wahrzunehmen war, Trübungen entstehen. Manchmal löst sich das 
Sediment nach der Mischung wieder auf; das ist die Peptisation. 

Bei unseren Arbeiten haben wir bloß die Menge und die Lage 
der getrübten oder gefällten Tropfen konstatiert. Ich meine, daß 
früher ein genauer Zusammenhang zwischen der Trübung, Größe und 
Quantität der Partikeln usw. bestimmt werden muß, bevor man aus 
der Intensität der Trübung die weitgehenden Schlüsse auf den Verlauf 
der Flokulation ziehen darf. Dieser Zusammenhang wird in letzter 
Zeit von Bechhold, Kleinmann, Kabelik und Lednicky fleißig studiert, 
so daß man hoffen darf, daß dieses Problem, das Gebiet der Eiweiß- 
körperfällungen betreffend, bald gelöst werden wird. 

Bei meiner Tropfenmethode kann man auch quantitativ arbeiten: 
entweder wenn man die mittlere Größe der Tropfen durch Abwiegen 
auf einer Torsionswage bestimmt, oder wenn man das mittlere Volumen 
der Tropfen von jeder Reihe durch eine fein kalibrierte Pipette abmißt. 

Aus den Glasscheiben, wo die Trübungen wie in einer Tabelle 
aufgezeichnet sind, kann man die Flokulationswerte nach Freundlich- 
Loening direkt ablesen, und man sieht klar deren Zusammenhang mit 
der Konzentration der Fällungsmittel, des Eiweißes usw. 

Läßt man die Tropfen langsam eintrocknen, so entstehen mit 
schwacher Vergrößerung leicht sichtliche Bilder, welche Dold in seinen 
Abhandlungen beschreibt. Die Bilder erscheinen jedoch, je nach dem 
Fällungsmittel, Eiweiß und der Verdünnungslösung immer geändert. 
Einen großen Einfluß auf die Entstehung derselben hat auch die Kon- 
zentration von gefällten Lösungen. 

Als Nachteile meiner Methode muß ich folgendes anführen: 
Für die streng quantitativen Zwecke paßt sie nicht, weil die Tropfen- 
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größe nicht immer konstant erhalten werden kann. Die Beobachtung 
der entstehenden Trübungen und Sedimente hängt sehr viel von der 
Beleuchtung und Richtung der Beobachtung ab. Auch ist die Trübung 
von der Größe der gefällten Partikel und nicht nur von ihrer Zahl 
oder Konzentration abhängig. Auch das Ablesen der Trübungen ist 
sehr subjektiv. Weiter kann man nur sehr schwer den Einfluß diverser 
Oberflächenspannungen in den Tropfen vermeiden, dieselben sind von 
der ungleichen Tropfenkonzentration, .von der Temperatur und von 
den Luftströmen im Laboratorium abhängig. 

Die Vorzüge der Methode sehe ich in folgendem: Sie erlaubt 
mit einer großen Zeit-, Material- und Arbeitsersparnis die Prüfung 
der Koagulation von Eiweißlösungen mit den Fällungsmitteln in mannig- 
faltigsten Konzentrationen auszuführen. Die Resultate ergeben sich 
sofort graphisch und sind, wenn man gleiche Bedingungen einhält, 
auch gut vergleichbar. Man kann auch gewissermaßen quantitativ 
arbeiten: wenn man das Durchschnittsgewicht oder das Durchschnitts- 
volumen der Tropfen jeder Reihe bestimmt. Man sieht gleich nach 
der Ausführung der Fällung die Flokulationswerte der Fällungsmittel. 
Diese Methode kann mit der Doldschen Tropfenmethode kombiniert 
werden. 

Meiner Meinung nach ist die Anwendbarkeit dieser Methode auf 
dem Gebiete des Koagulationsstudiums sehr vorteilhaft. 

Erstens kann man den Einfluß diverser Ionen auf die Fällung in 
mannigfaltigen Konzentrationen der geprüften Lösungen untersuchen; 
über einige Versuche werde ich bald mit Dr. Sinkora referieren. Auch 
der Synergismus der Ionen bei der Fällung ist durch diese Methode 
leicht zu verfolgen. Weiter kann man den Einfluß der Qualität der 
Fällungsmittel und der Eiweißkörper sehr genau veranschaulichen; . 
mehrere Versuche auf diesem Gebiete haben meine Mitarbeiter Cikánek, 
Havlik und Kubänek schon vollendet. 

Die Mitwirkung der Fällungsmittel haben wir durch die Versuche 
mit Sinkora beleuchtet. Auch das Mitwirken diverser Proteine bei 
der Fällung ist ein dankbares Gebiet für diese Methode. Dann könnte 
man auch schnell entscheiden, ob die Eiweißkörper von disparaten 
Tiergattungen sich bei der Fällung verschieden verhalten ; die bisherigen 
Resultate der Herren Suk, Pribyl und Zlamal auf diesem Gebiete 
sind vielversprechend. Weiter ließe es sich auch sehr gut verfolgen, 
ob die Eiweißkörper durch physiologische und pathologische Ursachen 
spezifische Veränderungen erleiden, die durch die Fällung merkbar 
wären. Die Literaturangaben von Cordon und Bruck über die Ver- 
änderung der Fällbarkeit der Proteine im Serum bei Lues lassen einen 
gewissen Erfolg ahnen. Als die letzte Versuchsmöglichkeit wäre das 
Erfinden eines passenden Fällungsmittels, welches die größten Diffe- 
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renzen in der Fällung der Proteine aus ungleich alten Individuen zeigen 
würde; dadurch könnte man die von Ruzicka beschriebenen Probleme 
zu lösen versuchen. 

| Pferdeserum (8,94%), Eiweiß). 


Fallungsmittel : 
шро Hg Cli, mß Ее Ck mi С, Hs. ОН 


т m, 
H ru Ié 
Gefällte Fläche: 93 26 19 

Abb. 1. Verdünnungsmittel: Aqua dest. 


Rinderserum (8,480, Eiweiß). 
Fällungsmittel: 
m/20 НЕСІ, mß Ее, С т|2 Cs Ну. ОН 


т т, my, 
498 e To 
28 15 


Gefällte Fläche: 95 
Abb. 2. Verdünngsmittel: Aqua dest. 


Menschenserum (8,78 06 Eiweiß). 


Fällungsmitte! : 
т|20 НЕСІ, | m/3 Ре Ck m/2 С Нь.ОН 
m my 
878 4 878 878 
Gefällte Fläche: 74 24 26 


Abb. 3. Verdünnungsmittel: Aqua dest. 


462 J. Becka: 


Aus den Beispielen, die ich unseren Arbeiten entnommen habe, 
sieht man die großen Unterschiede bei den Fällungsbildern beim An- 
wenden der verschiedenen Fällungsmittel auf denselben Eiweißkörper 
(bzw. dasselbe Blutserum). Die Unterschiede sind so groß, daß man 
sie für qualitative Analyse der Fällungsmittel benutzen könnte. Die 


Pferdeserum (8,400, Eiweiß). 
Fallungsmittel : 


mpo HgCh, mj2 GH,.OH 0/10 С.Н (ЧО) ОН 


Pa тю 
17 Po 


Abb. A Verdünnungsmittel: Acetatpuffer von Py = 5.04. 


Rinderserum (8,40 %/, Eiweiß). 
Fällungsmittel: 
mä CH, OH п [10 Cs H2(N O),OH 


үү 


Abb. 5. Verdünnungsmittel: Acetatpuffer von Pu = 5,04. 





Menschenserum (8,50 0/, Eiweiß). 
Fällungsmittel: 


01/20 НЕСІ, m[2 СН OH mj10 Ce Hz (N ОЗОН 


ту т, PY 
Eg ПЕ ПЕ 


АЪЬ. 6. Verdünnungsmittel: Acctatpuffer von ру = 5,04. 
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Differenzen bei mannigfaltigen Eiweißkörpern (zwischen Albuminen 
und Globulinen) sind sehr ausgeprägt. Die Artspezifität des Serums 
ist auch merkbar; dieses demonstriert sich überzeugend unter den- 
selben Bedingungen, das ist bei gleicher Konzentration von Proteinen, 
gleichem py- und Salzgehalt. 

Pferdeserum (7,05 %/, Eiweiß). 


Fällungsmittel: 
m/10 KAI(SO,)2. 12 НО ш|5 KCr(SO,)s ш/10 FeSO; 
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КЕЛЫН ЫН ЛЗ 
БЫЛЫТЫ ЫР ЕЛ 
е өе е 
[Де feierte) 
007 901 
Abb. 7. Verdünnungsmittel: Aqua dest. 
TJ Ausflockung. [+] deutliche Trübung. 
[:-] Fällung. [C] noch merkbare Trübung. 


Aus den Beispielen geht der große Einfluß des Verhältnisses 
zwischen dem Protein und Fällungsmittel hervor. In weiteren Arbeiten 
werden die Ursachen der Fällungsbilder einer gründlicheren Unter- 
suchung unterzogen. 

Durch viele unserer Versuche bin ich zu der Überzeugung gekommen, 
daß unser Weg der systematischen Untersuchung der Fällungsmittel 
und Eiweißlösungen weiter zu feineren zusammenhängenden Erfolgen, 
die uns die geheimnisvolle Spezifität der Immunreaktionen erklären 


würden, führen wird. 


Zusammenfassung. 
1. Es wird eine Tropfenmethode für das Studium der Proteine- 
koagulation mittels der Fällungsmittel beschrieben. 
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2. Die Fällung sieht man, wie graphisch gleichzeitig in vielen 
Konzentrationen der Eiweißkörper und Fällungsmittel dargestellt. 

3. Der qualitative Unterschied zwischen diversen Fällungsmitteln 
und Eiweißkörpern (auch Artproteinen und gelösten Stoffen) ist ganz 
deutlich festzustellen. 

4. Aus den Resultaten ergaben sich direkt die Flokulationswerte 
der Fällungsmittel nach Freundlich- Loening. 

5. Läßt man die Tropfen langsam eintrocknen, so bilden sich 
ziemlich charakteristische Strukturen für das Protein und das Lösungs- 
mittel. So bildet die Methode eine Ergänzung zur Trockentropfen- 
methode von Dold. , 

6. Man gibt den Plan der Anwendung dieser Tropfenmethode an. 
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Von 
W. Grimmer, С. Kurtenacker und R. Berg. 


(Arbeiten aus der Versuchsmolkerei des Landwirtschaftlichen Instituts 
der Universität Königsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1923.) 


Die vorliegende Arbeit ist eine Fortsetzung bzw. Ergänzung der 
von Berg?) aus Anlaß des Preisausschreibens der Fleischmannstiftung 
ausgeführten Untersuchungen über das Molkeneiweiß. Sie lassen 
ebenso wie diejenigen von Ungnade?), die aus demselben Anlaß aus- 
geführt wurden, eine Reihe von Fragen offen, die durch die vorliegenden 
Untersuchungen ihrer Lösung entgegengeführt werden sollten. 

In erster Linie interessierte uns die Frage nach den optimalen 
Koagulationsbedingungen durch Hitze. Die Untersuchungen Bergs 
und Ungnades haben zur Evidenz erwiesen, daß selbst bei optimalen 
Säurekonzentrationen aus Labserum nur ein verhältnismäßig kleiner 
Teil der Stickstoffsubstanz ausgeflockt wird. Diese Menge betrug 
bei den Untersuchungen von Berg im günstigsten Falle etwas über 
60 %, meist aber wesentlich weniger, so daß Ausflockungen erhalten 
wurden, die nur zwischen 40 und 50% der Gesamtstickstoffsubstanzen 
betrug. Konnte man zur Erklärung dieser Verhältnisse anführen, daß 
es sich bei den Bergschen Versuchen ebenso wie bei früheren Versuchen 
von Allemann und Müller‘) um Labmolke handelte, die eine gewisse 
Menge von durch Hitze nicht mehr fällbaren Spaltprodukten des 
Caseins enthält, so finden wir das gleiche Verhalten bei Ungnade mit 
Sauermolke, der ebenfalls nur 48 bzw. 50%, des Molkenstickstoffs zur 
Koagulierung brachte. 

Eine erneute Prüfung der Versuche erschien uns daher wünschens- 
wert. Da Labmolke, wie schon erwähnt, Spaltprodukte des Caseins 
enthält, Sauermolke aber nicht ohne weiteres die optimale Azidität 


1) Ein Teil der vorliegenden Untersuchungen wurde in ausführlicher 
Darstellung von Herrn C. Kurtenacker als Dissertation benutzt. 

2) Berg, Das Molkeneiweiß (Ziger), seine Darstellung, sein Wesen, 
sein Nährwert und seine Verwendung in der Käserei. Arbeiten des deutschen 
Milchwirtschaftlichen Reichsverbandes Nr. 48, 1921. | 

3) Ungnade, dasselbe. Arbeiten des deutschen Milchwirtschaftlichen 
Reichsverbandes Nr. 49, 1921. 

4) Allemann und Müller, Milchwirtschaftl. Zentralbl. 42, 225, 1913. 
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zu besitzen braucht, so benutzten wir das bei der Kalialaunfällung 
des Caseins anfallende Serum, das sich einmal durch eine niedrige 
Azidität auszeichnete, die beliebig gesteigert werden konnte, und das 
zum anderen keine Abbauprodukte enthielt, die das Bild hinsichtlich 
des Umfangs der Fällung störend beeinflussen konnten. Da wir weiterhin 
Wert darauf legten, die Ausflockung an der Menge des Serumeiweißes 
zu messen, nicht aber an der Hand des Gesamtstickstoffs, der ja auch 
geringe Mengen von Nichteiweißkörpern umfaßt, so wurde weiterhin 
die Menge des durch Gerbsäure (Almensches Reagens) bzw. durch 
Phosphorwolframsäure fällbaren Stickstoffs bestimmt. 

Zur Herstellung des Kalialaunserums wurde eine größere Menge 
vollkommen süßer, frischer Vollmilch auf etwa 40° erwärmt und auf 
је 10 ccm Milch 1 cem gesättigter Kalialaunlösung hinzugefügt. Nach 
kurzem Schütteln wurde das Serum abgesaugt und sofort weiter ver- 
arbeitet. Der Säuregrad wurde nach Soxhlet-Henkel bestimmt. Zur 
Gewinnung des hitzekoagulablen Eiweißes wurden 22ccm des Serums 
1 Minute lang zum Sieden erhitzt und dann sofort filtriert. Die Fällung 
mit Gerbsäure bzw. Phosphorwolframsäure in 5proz. schwefelsaurer 
Lösung erfolgte ebenfalls in je 22 cem, die Fällungen wurden nach 
zweistündigem Stehen filtriert. Die Stickstoffbestimmung erfolgte 
durch Verbrennung des Filterrückstandes nach Kjeldahl. In allen 
Fällen wurden blinde Bestimmungen durchgeführt. 

Die beim Erhitzen vollkommen süßen Serums erhaltenen Resultate 
waren überraschend. Wie ganz allgemein bekannt ist, gibt süße Lab- 
molke beim Erhitzen keine oder im günstigsten Falle eine sehr geringe 
Fällung, erst nach Zusatz einer gewissen Menge von Säure nimmt 
die Ausflockung einen größeren Umfang an. Hier aber ergab das Kali- 
alaunserum von vollkommen süßer Milch eine beträchtliche Hitze- 
ипе, wie aus Tabelle I ersichtlich ist. 

Die Menge des ausgeflockten Stickstoffs betrug danach im Durch- 
schnitt aller Versuche 58,4%, des Gesamtstickstoffs mit verhältnis- 
mäßig geringen Schwankungen von 54,0 bis 62,5%, Werte also, die 
bei Säureserum und bei Labserum bei optimaler Säurekonzentration 
nur ganz selten erreicht wurden. Nur nebenbei sei bemerkt, daß die 
Gerbsäure- und die Phosphorwolframsäurefällung trotz ihrer sehr 
guten Übereinstimmung sich darin unterscheiden, daß mit Phosphor- 
wolframsäure regelmäßig mehr Stickstoff ausgeschieden wurde als 
mit Gerbsäure. Diese Konstanz der Erscheinung läßt den Schluß zu, 
daß es sich hierbei nicht um unvermeidliche Analysenfehler handelt, 
sondern daß mit Phosphorwolframsäure tatsächlich mehr Stickstoff 
gefällt wird als mit Gerbsäure. Das mehrfach festgestellte Vorkommen 
nicht eiweißartiger stickstoffhaltiger Substanzen basischer Natur in 
der Milch erklärt diese Erscheinung vollkommen. In Prozenten des 
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Tabelle 1. 
| 3, | Durch Gerb» | 3 | Durch Phose g Hitzekoagulabler H | e 
| g ga ‚säure fällbarer © phorwolfram» |; © in 9 des 5 
| За | ЖЕ; Stickstoff ге [saure falbarer Sai ` г. 2 
бей: Su іп 0р des ' а Е An JëBs | В 
Nr. £ | © Яр | D я Sazi eszz]|&53 
за 2 ah g = D 9:9 Е ЭЕ ы 
ET Ев ‚‚ Z2 = Е: В agi Sog 24% 
В. á Serumsisamt»s $ SE samt. 9 p 5 934 5 EF 5 
| p |! | | м N e 8 5 59° 559 = 
1 | 4,6 | 0,103 l 0, 077 74,8 0, 026. 0,078 | 75,7 0,025 0 000200, 2 80,5. 79,5 0,041 
2 4 8 0, 108 0, ‚081 | 75, 0 | 0, 027 0, 082 15, 9 0, ‚026 0,063 Kei 3 77 8 76,8 0,045 
з 48 0104 0,078 |75.0' 0,0261 0,079 | 76,0'0,0 0,065 62,5 83,3! 823 0.041 
4.53 |0,109 0,079 | 72,4 0,030 |0,080 | 73,4 0,0290,062156,9 78,5 | 77,5 0,047 
5 5,6 0, 106 d 0, 079 74, 5 0, ‚027 0, ‚080 75,5 0,02 0,064, 60, 4| 81 0 80,0 0,042 
6 56 0, 114 0,084 73, 7 ‚0, 030 0, ‚086 15,4 0,02 0,0671587 79,8 77,9 0,047 
7 5,9 0, 100: 0, ‚073 73, 0} 0, 027, 0, ‚074 74,0 0,026 0,054 54,0! 74,0 | 73,0 0,046 


8: 6,2 0,119 0,088 | 73,9 10,031 0,090 75,6 0,029 0,069|58,0 78,4 | 76,7 0, 
Mittel 0,108 0,080 24.0.0028 0,081 | 75,0 0,027,.0,063,58,4 79,2, 77,9 0,045 


eigentlichen Eiweißstickstoffs, d. h. durch Gerbsäure fällbaren Stickstoffs 
wurden bei der Hitzekoagulation 74,0 bis 83,3, im Mittel 79,2%, aus- 
geschieden, während die entsprechenden Zahlen, verglichen mit der 
Phosphorwolframsäurefällung, 73,0 bis 82,3, im Mittel 77,9%, betrugen. 

Wir sehen also, daß unter den vorliegenden Bedingungen in voll- 
kommen süßer Molke rund 75 bis 80%, ihres Eiweißstickstoffs durch 
Hitze ausgefällt wurden. Irgendwelche Beziehungen zwischen dem 
Umfange der Hitzekoagulation und dem Säuregrad des Serums be- 
stehen hierbei nicht. So wird die Minimalfällung von 54,0%, des ins- 
gesamt in dem Serum enthaltenen Stickstoffs bei 5,9 Säuregraden 
(nach So:hlet-Henkel) von Fällungen umrahmt, die bei 5,6 und 6,2 Säure- 
graden den Gesamtdurchschnitt zum Teil sehr erheblich überschreiten, 
auch ist sonst keine Tendenz in der Richtung zu erkennen, daß mit 
zunehmendem Säuregrad die Menge des hitzekoagulablen Eiweißes sich 
in aufsteigender oder absinkender Richtung bewegt. Innerhalb der 
hier vorhandenen Aziditätsgrade der verschiedenen Serumproben 
scheint die Fällung vielmehr eine konstante zu sein. 

Zur Erklärung dieses Verhaltens und zur Beantwortung der Frage, 
ob es möglich sei, die Hitzekoagulation zu einer quantitativen zu ge- 
stalten, wurden weitere Versuche ausgeführt. Wir gingen hierbei von 
folgendem Gedankengange aus: 

Die Wirkung des Kalialauns ist darin begründet, daß das in der 
Milch enthaltene Calciumcaseinat noch immer imstande ist, Basen zu 
binden, so daß nach Zusatz von Alaun das leicht fällbare Calcium- 
aluminiumcaseinat sich bildet, wobei zunächst freie Schwefelsäure 
entsteht, die sich aber mit anderen Milchsalzen, z. B. tertiärem Calcium- 
phosphat, so weit umsetzt, daß die durch sie bedingte Aziditätserhöhung 
sich titrimetrisch nicht mehr oder nur ganz geringgradig nachweisen 
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läßt. Immerhin aber ist die Wasserstoffionenkonzentration so weit 
erhöht worden, daß günstigere Ausflockungsbedingungen für die 
Eiweißkörper erhalten wurden. In diesem Falle würde der Kalialaun- 
zusatz in demselben Sinne wirken, wie ein Zusatz von freier Säure, 
d. h. -mit steigender Menge des Alaunzusatzes würde ein Fällungs- 
optimum erreicht und schließlich überschritten werden. 

Noch eine andere Möglichkeit ist gegeben, die aber nur einen 
geringen Grad der Wahrscheinlichkeit hat. Bekanntlich vermögen 
Schwermetallsalze mit Eiweißkörpern unlösliche Verbindungen zu 
geben. Hinsichtlich der Erdalkalisalze und Erdmetallsalze kann also 
eine ähnliche Möglichkeit vorliegen mit der Modifikation, daß die 
Fällung erst in der Hitze stattfindet. Es würde dann die Möglichkeit 
vorhanden sein, eine gewisse Menge von Salz ausfindig zu machen, 
bei welcher die Hitzekoagulation eine vollständige wäre. Aus den 
Untersuchungen von Ungnade geht nun hervor, daß, soweit Kalksalze 
in Betracht kommen, diese Vermutung nicht zutrifft, da das aus saurer 
Molke mit Kalk in der Hitze gefällte Albumin beim Veraschen zwar 
eine erhebliche Aschemenge ergab, die auch große Mengen von Kalk 
enthielt, weiterhin aber eine Phosphorsäuremenge, die auf das Vor- 
handensein von tertiärem Calciumphosphat schließen läßt. 

Zunächst wurde das bereits in Tabelle I erwähnte Kalialaunserum 
mit dem niedrigsten Säuregrade 4,6 mit steigenden Mengen einer 
lOproz. Essigsäure versetzt und in gleicher Weise wie das nicht an- 
gesäuerte Serum der Hitzekoagulation unterworfen. Die erhaltenen 
Resultate sind aus Tabelle II ersichtlich. 

















Tabelle II. 
ТЕРИ ковре N in 0 des Rech in 

ый Serums Gesamt-N Eiweiß«N Serums 
4,6 0,062 602 с 805 ` 0,041 

90 0,058 563 | 1750 0,045 
13,4 0,056 54,4 72,7 0,047 
17,8 0,054 53,4 701 | 0,048 
22,2 0,041 39,8 53,2 0,062 


Es ergibt sich hieraus, daß im Alaunserum die optimalen Fällungs- 
bedingungen wahrscheinlich schon erreicht waren, eine Erhöhung des 
titrierbaren Säuregrades und damit eine Erhöhung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bewirkte eine deutliche Depression in der Menge 
des ausflockbaren Eiweißes. Die Ergebnisse dieses Versuches werden 
durch zwei weitere bekräftigt, bei welchen wir, um die Wirkung von 
Alaun und von Säure er beobachten zu können, von 
Labmolke ausgingen. 
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Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle III niedergelegt. 



























Tabelle III. 
Labmolke 1. Säuregrad 4,5, N-Gehalt 0,133 0], | Labmolke 2. nn | Säuregrad 4.2, N-Gehalt 0,129 0р 
|  Hitzekoagulabler N in % Hitzekosgulabler N in 0р. |  Hitzekoagulabler N ag ` ор 
Sauregrad Sä d 
| der Molke des Gesamt«N nos 2 Molke des Gesamt-N 
rn ut оо ИНО 
45 С ou 38 | 42 | 0039 302 = 
8,7 ' 0,059 44,4 | 128 | 0063 48,8 
12,8 0,067 50,4 9,5 ‚060 46,5 
21,2 | 0,065 48,9 ri Ge — 
2,00 | 0,041 aus 1100 | 0,039 30.2 
а | 0,10 | 0,057 42,9 = |0,10 | 0,049. 38.0 
5) 020 0, | 481 31020 | 0059 45,1 
Soa | 0062 | 466 :31025 | 0,058 45.0 
310,30 1 ооз | 286 13030 1 0,039 | 302 


Sie zeigen ganz deutlich, daß steigende Mengen von Alaunzusatz 
zu der Molke ein Ergebnis liefern, das ganz analog dem bei steigenden 
Säuremengen ist. Von einem Minimalwerte an steigt die hitzekoagulable 
Eiweißmenge bis zu einem Maximum an, um dann wieder abzusinken. 
In Übereinstimmung mit den früheren Versuchen Bergs ergab sich, 
daß bei Säurezusatz der optimale Säuregrad bei 12,8 lag, wobei eine 
Woasserstoffionenkonzentration entstand, die offenbar auch durch einen 
Zusatz von 0,2%, Alaun zur Labmolke erreicht wird. Hier beobachten 
wir eine gewisse Breite hinsichtlich der ausgeflockten Eiweißmenge, 
insofern, als auch bei Zusatz von 0,25% Kalialaun eine der Maximal- 
menge sehr nahe kommende Stickstoffmenge ausgeflockt wird. 

Es liegt nahe, die Wirkung des Alauns der Aluminiumkomponente 
zuzuschreiben. Dann war zu erwarten, daß auch andere Kationen 
aus der Gruppe der Erden und Erdalkalien eine ähnliche Wirkung 
entfalten. Wir zogen deshalb noch das Magnesiumsulfat und das 
Calciumchlorid in den Bereich der Untersuchung. Die hierbei erhaltenen 
Ergebnisse bestätigten unsere Vermutung voll und ganz. Aus Tabelle IV 
ist die Wirkung des Magnesiumsulfats ersichtlich, aus Tabelle V die 
des Chlorcalciums. 

Wir können auch hier ein Anwachsen bis zu einem Maximum, 
dann wieder ein Absinken in der Menge des hitzekoagulablen Eiweißes 
feststellen, ebenso wie bei steigenden Säure- und Alaunmengen. Ein 
Unterschied zeigt sich insofern, als sowohl bei Zusatz von Magnesium- 
wie von Kalksalzen ein gewisser Überschuß keinen so starken Abfall 
in der Menge des hitzekoagulablen Eiweißes bewirkt wie die beiden 
erstgenannten Reagenzien. 

Als Stütze für unsere Behauptung, daß diese Verhältnisse der 
Ausflockung durch eine bestimmte Wasserstoffionenkonzentration 
bedingt werden, möchten wir noch einen Versuch anführen, bei welchem 
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Tabelle IV. 
Labmolke N-Gehalt 0,127%. 
5 ‚ Hitzekoagulabler N in 9 | Hitzekoagulabler N in 0/0 
Sä d 1 —] Mg50,.Z 
Ба der Molke des steen) ` ` EEE | der Molke a en des Gesamt;N 
4,8 ` 0,043 33,9 0,0 0,043 33,9 
8,8 0,054 42,5 0,1 0,056 441 
12,5 0,061 48,0 0,2 0.067 449 
18,3 _ 0,059 46:5 03 0,058 457 
20,1 _ 0,058 45,7 04 0:056 44,1 
24.8 0,055 43,3 0,5 0,055 43,3 
06 | 0054 | 425 
| 0,8 | 0,053 | 417 
Tabelle V. 











Labmolke 1. Säuregrad 4,5, N-Gehalt 0,128 © L 
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Labmolke 2. Säuregrad 48, N-Gehalt 0,124 9%, 
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Säuregrad Säuregad III 
| der Molke | des Gesamt-N | der Molke | des Gesamt-N 
Ze Гм A ЕЕ ка Кызлы с Z 
4,5 0046 | 359 | 48 0,038 | 30,6 
121 ‚ 000 46,9 12,3 0,058 45,7 
204 | 0059 461 | 206 0,056 ' 459 
232 (| 0057 445 lo 
{00 с 0046 359 "2/00 0,038 ` 306 
5 | 0,05 | 0,053 414 , 3101 0,052 41,9 
5101 < 0,056 43,8 2] 0,2 | 0,054 43,5 
310,2 0,059 461 21053 0,057 46,0 
3103 | 0,061 47,7 2104 | 0,058 46,7 
5104 0061 47,7 $105 | 0,056 45,2 
$ | 0,5 0,061 417 3 
| 06 000 | 469 | | 
Я (10 ` 006 ; 438 | | 
Tabelle VI. 


Labmolke. Säuregrad 4,5, N-Gehalt 0,122%. 
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' der Molke | des Gesamt»N 


45 | 0035 28,7 
12.8 0.058 47.5 








200 0,056 45,9 

236 0,053 43,4 
= (0,00 | 0,035 28,7 
S|005 | 0,048 39,3 
£ |010 | 0,051 41,8 
9 [0,20 | 0.056 45,9 
24 030 | 0,058 47,5 
2 | 0,40 0,055 45,1 
$ | 0,50 0,043 35,2 
31060 г 0041 33,6 
501,00, 0,036 29,5 
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ein saures Salz, las Natriumbisulfat NaHSO, die Rolle des koagu- 
lationsfördernden Mediums übernahm. Die hierbei erhaltenen Resultate 
sind in Tabelle VI niedergelegt. Auch zu diesem Versuche wurde Lab- 
molke verwendet, von welcher ein Teil mit steigender Essigsäuremenge, 
ein anderer mit steigenden Mengen des Salzes versetzt wurde. 

Die Ausflockung verläuft hier in derselben Weise wie bei den 
früheren Versuchsserien auch. | 

Als weitere Stütze der Auffassung, daß in allen diesen Fällen 
die Woasserstoffionenkonzentration den Grad der Ausflockung des 
Eiweißes beim Erhitzen bedingt, kann noch der Umstand geltend 
gemacht werden, daß bei den optimalen Säurekonzentrationen stets 
nahezu dieselbe Eiweißmenge ausgeflockt wurde, wie bei den optimalen 
Salzkonzentrationen. 

Noch einer von Berg mitgeteilten Beobachtung sei hier gedacht. 
Dieser fand, daß das Filtrat von dem ausgeflockten Eiweiß völlig klar 
nur dann war, wenn der optimale Ausflockungsgrad bereits überschritten 
war. In allen anderen Fällen war es mehr oder weniger opak. Diese 
Beobachtung konnte hier voll und ganz bestätigt werden. Auch bei 
den Fällungen mit den Salzen erhielten wir bis zur optimalen Fällung 
nur mehr oder weniger getrübte Filtrate, erst wenn infolge eines Salz- 
überschusses oder eines Übermaßes von Säure die Menge des aus- 
geflockten Eiweißes wieder absteigende Tendenz zeigte, konnten wir 
vollkommen klare Filtrate erzielen. Die Klarheit des Filtrats berechtigt 
somit nicht zu dem Schluß, daß die Ausfällung eine optimale gewesen ist. 

Aus den Versuchen geht nun hervor, daß selbst bei der optimalen 
Fällung nicht alle durch Gerbsäure oder Phosphorwolframsäure fällbare 
Eiweißsubstanz durch das Erhitzen ausgefällt wird. Man kann somit 
annehmen, daß, wenigstens soweit salzhaltige Eiweißlösungen in Frage 
kommen, das Erhitzen keine quantitative Methode zur Ausflockung 
des Eiweißes darstellt. Eine Erklärung dieser Erscheinung versucht 
Sebelien!), indem er annahm, daß das Erhitzen eine teilweise Hydrolyse 
des Eiweißes zur Folge habe, dessen eine Komponente nicht mehr 
hitzekoagulabel sei, also z. B. eine albumosen- oder peptonartige Sub- 
stanz vorstelle.. Einer derartigen Auffassung dürfte aber der von Berg 
beobachtete Umstand widersprechen, daß mit Zunahme der Erhitzungs- 
dauer die Menge des hitzekoagulablen Eiweißes innerhalb gewisser 
Grenzen zunimmt, während sie im Falle einer Hydrolyse eher ab- 
nehmen müßte. Daß, wenn überhaupt eine solche Spaltung eintritt, 
sie keine tiefergehende sein kann, beweist auch der von uns festgestellte 
Umstand, daß infolge der Erhitzung die Menge des nicht mehr fäll- 
baren Reststickstoffs keine Zunahme erfährt. Bei diesen Versuchen 


1) Sebelien, Zeitschr. f. physiol. Chem. 18, 135, 1889. 
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wurde im Kalialaunserum einmal die Menge des Gesamt-, sowie des 
durch Gerbsäure und durch Phosphorwolframsäure fällbaren Stickstoffs, 
zum anderen die des durch Erhitzen fällbaren Stickstoffs bestimmt. 
Im Filtrat des hitzekoagulablen Eiweißes wurde dann der durch Gerb- 
säure bzw. Phosphorwolframsäure fällbare Stickstoff ermittelt. Es 
ergab sich in allen von uns untersuchten Fällen, daß der durch Gerb- 
säure oder Phosphorwolframsäure nicht mehr fällbare Stickstoff in 
dem nicht erhitzt gewesenen Serum ebenso groß war wie in dem er- 
hitzten. In dem letzteren hatte somit eine Aufspaltung bis zu nicht 
mehr fällbaren Substanzen nicht stattgefunden. Nach Rona!) üben 
höherwertige Alkohole einen ungünstigen Einfluß auf die Ausflockung 
der Eiweißkörper durch Hitze. Da Milchserum und Molke einen solchen 
in Form des Milchzuckers besitzen, so scheint eine Erklärung für die 
unvollständige Fällung des Eiweißes bei der Hitzekoagulation gegeben. 
Andererseits liegt aber auch die Möglichkeit vor, daß der durch Hitze 
nicht mehr fällbare Anteil an Serumeiweiß etwas anderes vorstellt 
als das hitzekoagulable Eiweiß, darüber könnten nur eingehendere 
Untersuchungen Aufschluß geben. Ein von uns durchgeführter Versuch 
spricht zunächst nicht für diese Auffassung. Hierbei wurde Milch für 
die Dauer einer Minute auf verschiedene Temperaturen erhitzt und 
dann das Alaunserum hergestellt, in welchem sowohl der Gesamt- 
und der hitzekoagulable Stickstoff wie auch der durch Gerbsäure und 
durch Phosphorwolframsäure koagulable Stickstoff festgestellt wurde. 









































Tabelle VII. 

j ‚ а Б Aus Поскіев ' тые ` Desch Erhitzen | "nages t durch, Durch Р 
35 Е E К ==-=егее- ү Durch Gerb» ‚ des Serums fälls Erhitzen gefall: Phosphor 
ЕЕ 33 іп ° des | WS «barer N in?) des еМ in 9 des | wolframsäure 
= KA L- < -— 

Се 5 о.о 5 2 H | be 22 a 18 а H 
CHKK äs, cm Ian 352] ia ы 
Ñ u 23 20 = barer barer |< ZOS =. ZOS al e EE #1, 
=3 ЗЕ Senani, да p E N "em ЕТШ в Бо eene 
- 5.53 d En. e = 3 4 
P А Яе i 5532 b | “b 881! EK ie СА së 
roh | 0,100 0.000, 00; 0,071 0,029 0,053 746 0,053 74,6 0,072: 0,028 


70° :0,096 0.004 57 0.068: 0,028 0051! 71,8 0,055 775 0,069 0027 














80 10,081 0,019, 268 0.052 0,029, 0,037 59,1 |. 0,056 | 78.9 0,054 0,097 

90 |0,056 10.044 62,0 | 0,027 0.029 10,014 197 oos 817 : 0.028; 0,098 

95 0,047 10,053, 74.6 105018 0.029 0.009 12,7 0.062 873 0,020 0,097 

100 0,045 0.055 77.4 0017 0,028 0,007 99 0,062 873 бо бол 

100 0,042 0,058 81,7 : 0,013 0,029 0,005 7,0 0,063 88,7 | 0,014! 0,028 
is | 


10 Min. ` ‚ | à i i 


Aus Tabelle VII ist ersichtlich, daß ein Erhitzen der Milch, ver- 
bunden mit nachfolgendem Erhitzen des Kalialaunserums, insgesamt 
eine größere - Ausflockung von Serumeiweiß bedingt als das Erhitzen 
des Serums der rohen Milch. Schon das 1 Minute lange Erhitzen der 


1) Rona in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 1, 245. 


" 
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Milch auf 95° bewirkte eine Koagulation von Serumeiweiß іп dem 
gleichen Umfange wie das 1 Minute währende Erhitzen des Serums 
roher Milch auf 100°. Die 1 Minute auf 100° erhitzte Milch dagegen 
hatte eine nicht unerheblich größere Abnahme im Gehalt an Serum- 
eiweiß zu verzeichnen. Die Gesamtmenge des auysgeflockten Serum- 
eiweißes war um so größer, je höher die Milch erhitzt wurde. Веі 
10 Minuten langem Erhitzen der Milch auf 100° und nachfolgendem 
Erhitzen der Molke waren fast 90%, des aus rohem Milchserum durch 
Gerbsäure fällbaren Stickstoffs zur Ausflockung gelangt. In der Milch 
selbst also herrschen Verhältnisse vor, die unter Umständen eine größere 
Ausflockung von Serumeiweiß bedingen als das Erhitzen des Serums. 
Gleichwohl gelingt es auch auf diesem Wege nicht, eine quantitative 
Entfernung des gesamten, durch Gerbsäure fällbaren Eiweißes zu be- 
wirken. Endlich sei noch bemerkt, daß auch hier die Phosphorwolfram- 
säure eine um ein Geringes höhere Stickstoffmenge zur Ausfällung 
brachte als Gerbsäure. 

In der Literatur finden sich verschiedene Angaben über den Umfang 
der Ausflockung von Milchalbumin. So gibt Steward!) an, daß bei 
30 Minuten langem Erhitzen auf 80° alles Albumin ausgeflockt werde, 
während Popper?) fand, daß beim Kochen der Milch etwa 75% des 
Serumeiweißes zur Abscheidung gelangen. Diese letzteren Werte ent- 
sprechen in recht guter Übereinstimmung den unseren, während die 
Stewardschen Werte kaum in Einklang mit den unseren und denen 
von Popper zu bringen sind. | 

Auf Grund dieser Verhältnisse kann aber nicht empfohlen werden, 
den Albumingehalt des auf irgend eine Weise erhaltenen Milchserums 
durch Hitzekoagulation zu bestimmen. Manche Lehrbücher berück- 
sichtigen dies noch nicht. So gibt z. В. Teichert in seinem Werke ,Me- 
thoden zur Untersuchung von Milch und Molkereiprodukten“ auf 
8. 85/86 zwei Methoden an, die die denkbar verschiedensten Resultate 
liefern. Die eine Bestimmung erfolgt in der Weise, daß das Filtrat 
der Caseinbestimmung nach Hoppe-Seyler, d. h. einer Caseinsäurefällung, 
einige Minuten im Sieden erhalten wird, während die andere Methode 
die Bestimmung des Albumins durch Gerbsäurefällung vorsieht. 

So sind auch die Untersuchungen einer Reihe von amerikanischen 
Forschern nicht als vollkommen exakt zu bezeichnen, wenn auch 
zugegeben werden mag, daß der von ihnen begangegene Fehler so 
gering ist, daß ihre Versuchsergebnisse dadurch kaum getrübt werden. 
Um nämlich die Wirkung verschiedener Eiweißarten in der Ration 
der damit ernährten Tiere festzustellen, stellten sich Osborne und 

1) Steward, zitiert nach Tjaden in Sommerfelds Handbuch der Milch- 


kunde 1909, S. 725. 
2) Popper, ebendaselbst, S. 725. 
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Mendel!), Мс Collum?), Simmonds und Pitz®), Drummond*), Mitchel 
und Nelson’) eine sogenannte ‚„proteinfreie Milch‘ in der Weise her, 
daß sie Zentrifugenmagermilch zum Zwecke der Entfernung des Caseins 
mit Salzsäure versetzten und das Filtrat von der Caseinfällung 1, Minute 
kochten, um das Eiweiß aus dem Serum zu entfernen. Das mit Soda 
neutralisierte und eingedickte Filtrat, das sie als „proteinfreie Milch“ 
bezeichnen, gelangte als Kohlehydrat- und Salzquelle zur Verfütterung. 
Kennedy®) weist bereits darauf hin, daß diese sogenannte ‚protein- 
freie Milch‘ stickstoffhaltige Substanzen enthält, welche bei der Hydro- 
lyse erhebliche Mengen von Ammoniak und Aminostickstoff bilden, 
und vermutet infolgedessen die Anwesenheit von Eiweißkörpern oder 
höher molekularen Abbauprodukten derselben. 

Es lag nun nahe, unsere Beobachtungen auch für die große Praxis 
nutzbar zu machen. Bekanntlich wird die Molke, die auf Milchzucker 
verarbeitet werden soll, zunächst enteiweißt. Es ist wichtig, daß die 
Enteiweißung eine möglichst vollständige sei, damit der Fabrikations- 
gang und die Milchzuckerausbeute darunter nicht leiden. Bisher ge- 
schah die Enteiweißung in der Weise, daB der zu behandelnden süßen 
Molke ein gewisses Quantum saurer Molke in der Hitze zugesetzt 
wurde, wobei sich der ‚‚Ziger‘‘ als grobflockige Masse abscheidet, die 
sich bald zu Boden setzt. Oft genug erhält man aber eine schwammige 
Masse, die sich an der Oberfläche sammelt, oder ein ganz staubfeines 
Gerinnsel, das sich erst nach stundenlangem Stehen und selbst dann 
nur unvollkommen von der Flüssigkeit abtrennen läßt. 

Diese verschiedenartigen Verhältnisse werden, wenn nicht aus- 
schließlich, so doch wohl in stärkstem Maße durch die wechselnde 
Azidität der Molke bedingt. Stark saure Molken müssen, da bei ihrer 
hohen Azidität hitzekoagulables Eiweiß sich überhaupt nicht abscheidet, 
mit Alkalien, z. B. Kalk oder Soda, abgestumpft werden, damit Eiweiß 
abgeschieden werden kann. Eine derartige Bshandlung wurde іп 
verschiedenen Milchzuckerfabriken schon in den ersten Jahren des 
20. Jahrhunderts angewendet. Das im Jahre 1916 veröffentlichte 
Mührinverfahren, bei welchem auch die süße Labmolke 12 bis 24 Stunden 
säuern muß und dann mit Kalk bis zu dem Säuregrade abgestumpft 
wird, bei welchem eine optimale Fällung von Eiweiß zu erwarten ist, 
ist schon aus dem Grunde für die Milchzuckerfabrikation wertlos, 


1) Osborne und Mendel, Journ. of biol. chem. 15, 318, 1913; 16, 426, 
1913; 17, 404, 1914; 22, 256, 1915. 

2) Мс Collum, ebendaselbst 28, 485, 1916. 

3) Simmonds und Pitz, ebendaselbst 28, 485, 1916. 

4) Drummond, Biochem. Journ. 16, 91, 1916. 

5) Mitchel und Nelson, Journ. of biol. Chem. 28, 461, 1915. 

6) Kennedy, Journ. of the amer. chem. Soc. 41, Nr. 3, 1919. 
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weil hierbei eine erhebliche Menge von Milchzucker ganz unnötiger- 
weise vernichtet wird. Das Mührinverfahren wäre höchstens da an- 
gebracht, wo es sich um die Gewinnung von Molkeneiweiß, nicht aber 
um die Gewinnung von Milchzucker handelt. Aber auch die Ver- 
wendung von Sauer in den Milchzuckerfabriken bedeutet eine unnötige 
Verschwendung wertvollen Materials, wenn es möglich ist, die Ent- 
eiweißung auf anderem Wege zu erzielen, der nicht kostspieliger ist. 

Unter den von uns untersuchten Salzen ist Chlorcalcium das 
billigste, und es lag nahe, seine Wirkung im großen zu erproben. Die 
nachstehend geschilderten Versuche, die von Kurtenacker in einem 
ostpreußischen Milchzuckerbetriebe vorgenommen wurden, ergaben 
tatsächlich, daß die Enteiweißung der Molke durch Chlorcalcium für 
die Zwecke der Milchzuckerfabrikation vollkommen brauchbar ist. 
Es wurden zunächst verschiedene Versuche angestellt, bsi denen zur 
Enteiweißung das in diesem Betriebe übliche Sauer verwendet wurde, 
die Mischungen von Molke und Sauer wurden in der Weise hergestellt, 
daß verschieden ansteigende Säuregrade der Molke erzielt wurden. 
Ebenso wurden bei dem Chlorcalciumzusatz steigende Mengen des 
Salzes verwendet. Bei der Untersuchung der Molke nach dem Erhitzen 
wurde selbstverständlich die durch das Einleiten von Dampf bedingte 
Volumvermehrung berücksichtigt. Die Ergebnisse der Versuche sind 
in Tabelle VIII niedergelegt. 
































Tabelle VIII. 

Anges |. ‚Zugesetzte | Sti H, ie я 

M. andte EE d Zu pi Cal A Säuregrad | gehalt der a der Ke 

olkens А а і в s 
NE | menge | frischen | Sauer | 434,0 Gemisches! Molke мезет іа б des 

Liter Liter d dÉ Molke 9, | Сезаш М 

| I ag ' | 

1 300 4,5 15 sS 6,1 0,140 | 0,082 . 391 
21 850 7,5 = = 7,5 0,125 | 0071 43,2 
з 300 7,1 EK, Ab = 8,0 0,141 007 ‚ 383 
4 300 7,4 47 | — 121 | 0112 | 0,00 46,4 
5 | 300 4,5 — | 0,05 4,5 0,136 0,075 44,9 
6 | 300 4,6 — : 010 4,6 0,137 ' 0,066 48,2 
7 300 A — | 015 7,4 0,125 : 0,069 | 44,5 
8| 300 4.6 — | 0,90 46 | 0139 | 0,076 | 45,3 
9! 300 dë — >: 0,25 4,6 0,139 ' 0,075 46,0 
10. 220 | 46 — ' 030 | 46 0139 | 007 | 446 
11 ' 1020 5,2 = 0,10 52 ' 0,143 | 0,078 | 490 
12. 975 8,2 0,10 | 8,2 0,141 0,074 ‚ 47,5 





Die Versuche bestätigen die bereits bei den Laboratoriumsversuchen 
gemachte Beobachtung, daß ein Zusatz von Chlorcalcium in ziemlicher 
Breite die Ausfällung von Molkeneiweiß begünstigt; während aber 
bei diesen die günstigsten Fällungsverhältnisse bei einem Zusatz von 
0,3% zu verzeichnen war, erwiesen sich hier geringere Zusätze als 
zweckmäfßiger, da hierbei das sich abscheidende Eiweiß sehr viel grob- 
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Tabelle X. 
| р Е! "Nach der Verdauung 
| Ап» Da _ ' SS 
ы wan are N-Geh je Та Di. Gelöster N Amino-N nach van Slyke 
кын ubstanz- gestion lin 0 des. | d o. d 
menge e беш] с aii gelösten 
EE a Sd. | Sal Е ЖЫ à 
Pepsinverdauung von Quarg 
1 4,3958 0,1509 2 | 0,1171 1 77,65. 0,0163 | 10,81 | 13,93 
2 4,1752 0,1639 ‚ 0,1295 | 78,99 0,0210 ` 12,81 16,22 


Pankroatinverdauung von Quarg 

















1 i 4,8249 0,1656 14 0,1440 | 89,00 0,0301 . 18,15 20,8; 
2 5,8276 0,2000 24 | 0,1620 | 0.0408 ' 20,39 : 25,17 
3 5,5024 0,1888 40 | 0,1597 |8459 0,0432 |2288 27,05 
4 
5 


6,7812 | 0,2327 | 48 | 0,1976 8490 0,0636 | 27,32 32,18 


5,0760 0,1742 | 60 | 0,1421 | 8158 0,0530 | 30,42 37,29 


Tabelle XI. 
Pepsinverdauung von Molkeneiweiß 
i 5,4649 | 0,1021 | 20 || 0,0997 | 97,72 0,0105 | 10,33 10,57 
Pankreatinverdauung von Molkeneiweiß 


ui 


2 | 3,7719 | 0,0705 | 15 0,0653 | 92,66 0,0096 : 13,57 14.64 
3 48017 . 0,0897 24 0,0838 | 9341 00128 1493 15,23 
4 5.4126 ' 0101 | 40: 0,0887 | 9760. 0,0147 | 14,58 i1494 
5 | 6,2070 , 0,1159 72 | 0,1160 100,00 | 0,0156 | 15,57 | 15,57 
6 50426 i 0.0942 | 116, — 0,0151 | 16,02 : 16,02 


dafür, daß das Casein auch ohne vorhergegangene peptische Verdauung 
der tryptischen Verdauung in sehr weitgehendem Maße zugänglich ist. 

Ganz anders liegen die Verhältnisse beim Molkeneiweiß. Schon 
die Pepsinverdauung besitzt einen wesentlich geringeren Umfang als 
die des Caseins, in noch höherem Maße kommt dies bei der Pankreatin- 
verdauungzum Ausdruck. Vor allem ist trotz ausgedehnter Verdauungs- 
zeit nur ein ganz geringes Fortschreiten in der Menge des Amino- 
stickstoffs zu verzeichnen, die eine nennenswerte Verdauung nicht zum 
Ausdruck bringt. Daß eine solche indessen stattgefunden hatte, bewies 
das Auftreten, wenn auch nur geringer Mengen, von freiem Tryptophan, 
die vermittelst der Bromwasserreaktion nachgewiesen wurden. 

Diese starke Resistenz des koagulierten Molkenalbumins gegen 
Pankreatin, wie sie in den vorliegenden Versuchen zum Ausdruck kommt, 
erklärt auch seinen Widerstand gegen bakterielle proteolytische Fer- 
mente, die ja ebenfalls tryptischer Natur sind, und beweist aufs neue, 
daß die Eiweißkörper der Molke, namentlich in hitzekoaguliertem Zu- 
stande, kein geeignetes Material für die Herstellung von Käse sind. 

Eine der Pankreatinverdauung vorausgehende Pepsinverdauung 
wird natürlich, ebenso wie bei anderen Eiweißkörpern, die der direkten 
Pankreatinverdauung ebenfalls nicht zugänglich sind, seine Verdaulich- 
keit sehr stark erhöhen und unter diesen normalen Bedingungen erweist 
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sich das Molkeneiweiß dem Casein überlegen. Wie Osborne und Mendel!) 
zeigten, ergibt sich bei Ratten der gleiche Wachstumseffekt, wenn 
das Futter 15% Casein oder 9% Milchalbumin enthielt. Eine Zulage 
von Cystin zu einer geringeren Caseinmenge (12%), die für sich allein 
das Wachstum nicht in gleichem Maße unterhielt wie 9%, Albumin, 
brachte diese Caseinmenge in seiner Wirkung dem Albumin wesentlich 
näher. Eine weitere Aminosäure, die der tierische Körper unbedingt 
benötigt, anscheinend aber nicht selbst herzustellen vermag, ist das 
Tryptophan. Seiner quantitativen Bestimmung standen bisher sehr 
erhebliche Schwierigkeiten entgegen, die namentlich darin begründet 
sind, daß einmal das freie Tryptophan, dessen qualitativer Nachweis 
kolorimetrisch leicht möglich ist, sehr leicht zersetzlich ist, anderer- 
seits es nur schwer gelingt, die Tryptophankomponente quantitativ 
aus den Eiweißkörpern abzuspalten. Erst in neuerer Zeit haben Fürth 
und Nobel?) die Methode von Voissenet derart modifiziert, daß eine 
quantitative Tryptophanbestimmung mit derselben auch in nicht 
hydrolysierten Eiweißkörpern ermöglicht wird. Nach ihrer Methode 
bestimmten sie den Tryptophangehalt des Caseins zu 2,2%, den des 
Milchalbumins zu 2,9 %, während die Frauenmilcheiweißkörper sehr 
viel tryptophanreicher waren (bis zu 6,8%). 

Wir stellten in der gleichen Weise einige Versuche an, wobei wir, 
da uns reines Tryptophan nicht zur Verfügung stand, nach dem Vor- 
schlag von Fürth und Nobel eine 0,0lproz. Gentianaviolettlösung als 
Vergleichslösung benutzten. Die an Kalialaunserum erhaltenen Re- 
sultate sind in Tabelle XII niedergelegt. 



































Tabelle XII. 
` N«Gehalt | Durch Се, | Eiweißgchalt | 1YPtophangebalt des 
Nr. 1 des Serums | зёите fällbarerN | des Serums?) Seege | Serumeiweißes 
o l wa И % In ` 
1 "Io 0,577 0,015 2,6 
2 0,488 0,012 2,5 
3 0,514 | 0018 3,5 
4 0,590 | 0,021 3,6 
5 0,469 ; 0016 34 _ 
Mittel 31 


Danach betrug der Tryptophangehalt der Serumeiweißkörper 
im Mittel 3,1%, mit Schwankungen von 2,5 bis 3,6, Werte, die in recht 
guter Übereinstimmung zu den von Fürth und Lieben gefundenen stehen. 


1) Osborne und Mendel, Journ. of biol. Chem. 20, 351. 

2) Fürth und Nobel, diese Zeitschr. 109, 103, 1920; vgl. auch Fürth und 
Lieben, ebendaselbst, S. 124. 

3) Eiweiß-N x 6,34. 
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Wir versuchten nun weiterhin festzustellen, ob und in welchem 
Umfange sich die hitzekoagulablen Eiweißkörper von den durch Hitze 
nicht fällbaren in ihrem Tryptophangehalt unterscheiden. Zu diesem 
Zwecke wurde mit dem erhitzten Kalialaunserum nach der Filtration 
nochmals die Tryptophanprobe angestellt. Sie fiel in den meisten 
Fällen negativ aus, nur hin und wieder erhielten wir ganz schwache 
Färbungen, die sich aber kolorimetrisch nicht festlegen ließen. Beim 
Eindampfen der Filtrate von hitzekoagulablem Eiweiß auf etwa ein 
Viertel konnte dann auch in den Fällen, in denen die Probe vorher 
negativ ausgefallen war, eine positive Reaktion erzielt werden, aber 
auch hier war eine kolorimetrische Fixierung nicht möglich. 

Bei weiteren Untersuchungen in der gleichen Richtung, die wir 
an Labmolke anstellten, ist zu berücksichtigen, daß infolge der Lab- 
wirkung Spaltprodukte des Caseins entstehen, die tryptophanhaltig 
sein können und deren Tryptophangehalt mit dem des Caseins nicht 
ohne weiteres übereinzustimmen braucht. Zu ihrer Feststellung wurde 
aus der gleichen Milch das Kalialaunserum hergestellt und in bezug 
auf seinen Stickstoffgehalt und seinen Tryptophangehalt untersucht. 
Das Lab ließen wir in vier Proben derselben Milch 10 Minuten, 2, 4 
bzw. 5 Stunden einwirken. 

Im Kalialaunserum wurde der Gesamt- und der durch Gerbsäure 
fällbare, sowie der hitzekoagulable Stickstoff, weiterhin der Tryptophan- 
gehalt des unerhitzten und des erhitzten Serums bestimmt. Die gleichen 
Bestimmungen wurden in den Labseren durchgeführt, wobei zur Ver- 
vollständigung der Hitzekoagulation ein Zusatz von 0,3%, Chlor- 
calcium zur Labmolke erfolgte. Über die Verschiebung des Stickstoffs 
in den Labseren gegenüber dem Kalialaunserum unterrichtet uns 
Tabelle XII. 














Tabelle XIII. 
н , Stickstoff, | „Durch | | Hi pe Zuwachs in der Labmolke an 
t ä А Я А 

d, аса соо ЧЕ а EH 

MH Мм NR ` 
10Min. © 014 | -- | 0,074 0.021 ` 0,010 0,011 

ә Std. | 0,139 = 0,072 · 0,026 | 0,008 0,018 

4 „ 0141 ! — | 0,067 0,028 ! 0,003 0.025 
Бо, 20144 | — | 0,067 0,031 0,003 0,028 

Kalialaunserum 0,113 | 0,086 0,064 | — = = 


Wir finden bereits nach 10 Minuten langer Einwirkung des Lab- 
ferments einen Zuwachs von 0,021 % Stickstoff in der Molke, der zu 
nahezu gleichen Teilen auf hitzekoagulablen wie nicht hitzekoagulablen 
Stickstoff entfällt. Mit Zunahme der Dauer der Labwirkung steigt 
auch die Menge des aus dem Casein abgespaltenen Stickstoffs bis auf 
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0,031 % nach 5 Stunden. Die Zunahme an hitzekoagulablem Stickstoff 
wird aber immer geringer und beträgt zuletzt nur noch 0,03%, des 
Serums. Während der Digestionsdauer findet also ein nicht unerheb- 
licher Abbau von Spaltungsprodukten des Caseins statt, die bei kurzer 
Einwirkungsdauer zu einem großen Teil aus hitzekoagulablen Sub- 
stanzen bestehen, später aber in nicht hitzekoagulable Substanzen 
abgebaut werden, so daß der Zuwachs an nicht koagulierbarem Stick- 
stoff schließlich rund 90% des aus Casein überhaupt abgespaltenen 
Stickstoffs beträgt. Es läßt sich hier also eine proteolytische Tätigkeit 
des Labfermetts erkennen, die sich nicht nur auf die Abspaltung von 
Bausteinen aus dem Casein beschränkt, sondern weiterhin noch auf 
die Spaltprodukte, das sogenannte Molkenprotein, wirkt. Die Auf- 
fassung Peirys!), daß dieses ein Gemisch verschiedener albumose- 
artiger Substanzen vorstellt, erhält hierdurch eine weitere Bestätigung. 

Aus Tabelle XIV ergibt sich nun die Verteilung der Tryptophan- 
komponente auf die einzelnen Stickstofffraktionen. 


Tabelle XIV. 





Try ptophangehalt 


[б М шш Zë EE 

















| m Filtrat . 
Labwirkung der Molke | der Molken der Ниш. Zä, кекш эриш 
| op Ок berechnet 2)! o% | Karen | Кбгрег des Cases 
| | 
10 Min. ` 0022 ; 324 | 0006 | 3,41 30:30 
2 Std. : 0023 | 3,24 | 0,006 3,73 25 30 
4 | 0025 346 | 0009 Be 3,77 33 1 39 
5 „ 00925 3,44 0,009 | 377.29 3,5 
Kalialaunserum!; 0,018 | 330 | 0,004 3,465 ; 30 | — 


Es zeigt sich aus der Zunahme des Tryptophangehalts der Molke, 
daß infolge der Labwirkung tryptophanhaltige Komplexe abgespalten 
werden. Der Tryptophangehalt derselben bewegt sich im großen Durch- 
schnitt auf derselben Höhe wie der Tryptophangehalt der Serum- 
eiweißkörper, wie sowohl aus Spalte 3 hervorgeht, in welcher der 
Tryptophangehalt sowohl der durch Gerbsäure fällbaren Stickstoff- 
substanzen des Kalialaunserums, wie der Summe dieser und der durch 
Lab aus dem Casein abgespaltenen Bausteine angegeben sind, wie 
auch aus dem berechneten Tryptophangehalt der Spaltungsprodukte 
selbst. Es könnte hier eingewendet werden, daß der Stickstoffgehalt 
der Abbauprodukte ein anderer sei als der des Caseins. Dieser Einwand 
verliert aber sofort seine Bedeutung, wenn wir unsere Ergebnisse dahin 
formulieren, daß der Tryptophangehalt der Spaltungsprodukte in 
nahezu konstantem Verhältnis zu ihrem Stickstoffgehalt steht und 


1) Petry, Вент. z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 339, 1906. 
2) Eiweiß = (N — 0,027). 6,34. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 31 
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nertes dameibe Verhältnis aufweist wie das Рае В des Kalialaun- 
sr.ms. In jedem Falle ist es aber bemerkenswert, daß der mittlere 
Trspsphangrhalt der Speltungssubstanzen mit etwa 3,3 bis 3,4 wesent- 
пей böber ist als der Tryptophangehalt des Caseins, den Fürtk und 
Lseben mit rund 2,2°, angeben. Es ergibt sich daraus, daß durch das 
Labferment aus dem Сазеіп tryptophanreichere Komponenten ab- 
grspalten werden, als dem Casein selbst entspricht. 

Andererseits haben Verdauungsversuche von Fürtk und Leben 
ergeben, daß bei der tiefergehenden Verdauung die Abspaltung des 
Tryptophans parallel mit der Aufspaltung der Eiweißkörper verläuft, 
daß also eine bevorzugte Abtrennung des Tryptophans nicht erfolgt. Zur 
Prüfung dieser Verhältnisse stellten wir deshalb zwei Versuche mit 
Lebmolke an, die bei bicarbonatalkalischer Reaktion unter Zusatz 
von Toluol 4 bzw. 8 Stunden der Pankreatinverdauung unterworfen 
wurde. Dann wurde der Aminostickstoff nach Sörensen bestimmt 
und im Filtrat der Phosphorwolframsäurefällung der Anteil an freiem 
Tryptophan ermittelt. Nach vierstündiger Digestion waren 18,0% 
des Gesamteiweißstickstoffs als Aminostickstoff 20,0°%, des gesamten 
Tryptophans in freiem Zustande vorhanden. Aach achtstündiger 
Digestion betrugen die entsprechenden Werte 27,8 und 28,0%. Hier 
zeigt sich also in Übereinstimmung mit den Befunden von Fürth und 
Lieben ein vollständiger Parallelismus in der Abspaltung von Trypto- 
phan und Bildung von Aminostickstoff. 


Zusammenfassung. 

Das Ergebnis der vorstehenden Untersuchungen ist, Kurz zusammen- 
gefaßt, folgendes: 

1. Die Serumeiweißkörper der Milch sind durch Hitzekoagulation 
selbst im günstigsten Falle nur unvollständig fällbar. Es gelingt nicht, 
durch Zusatz von Säuren oder Salzen die Ausflockung quantitativ 
zu gestalten, es ist nur möglich, den Umfang der Koagulation durch 
einen derartigen Zusatz auf ein Optimum zu bringen. Dieses wird 
durch eine in verhältnismäßig geringen Grenzen schwankende Wasser- 
stoffionenkonzentration bedingt, die sowohl durch Säuren, wie auch 
durch saure Salze hervorgerufen werden kann. Als solche kommen 
in erster Linie in Frage: Kalialaun, Chlorcalcium, Natriumbisulfat. 
Das Chlorcalcium eignet sich in besonderem Maße zur Enteiweißung 
der Molke im Großbetriebe (Milchzuckerfabrikation). 

2. Bei einer Erhitzung der Milch finden Änderungen im Eiweiß- 
gehalt des Serums statt, derart, daß bei Temperaturen von 70 bis 100° 
steigende Mengen von Serumeiweißkörpern ausgefällt werden. Diese 
Mengen können größer werden als die im Serum roher Milch durch 
Hitze fällbaren Eiweißmengen. Trotzdem sind im Serum hocherhitzter 
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Milch durch nochmaliges Erhitzen noch immer Eiweißkörper fällbar, 
ohne daß indessen auch in diesem Falle eine quantitative Ausflockung 
erzielt wird. 

3. Die nach der vollständigen Fällung der Eiweißkörper aus dem 
Serum durch Gerbsäure oder Phosphorwolframsäure verbleibende 
Stickstoffmenge ist ziemlich konstant und beträgt im Mittel bei der 
Gerbsäurefällung 0,028 %, bei der Phosphorwolframsäurefällung 0,027 %. 
Durch Phosphorwolframsäure werden somit anscheinend geringe 
Mengen nicht eiweißartiger Stickstoffverbindungen gefällt, die durch 
Gerbsäure nicht fällbar sind. Eine vorausgehende Erhitzung der Milch 
oder des Serums ist ohne Einfluß auf die Menge des Reststickstoffs. 

4. Durch das Erhitzen des Serums wird die Verdaulichkeit der 
darin enthaltenen Eiweißkörper herabgesetzt. Weiterhin wird das 
aus Labmolke erhaltene ‚„Molkeneiweiß‘“ schwerer уоп. Verdauungs- 
fermenten angegriffen als Quarg. Seine verhältnismäßig große Resistenz 
gegen tryptische Fermente erklärt auch die schlechte Eignung des 
Molkeneiweißes für Käsereizwecke. 

5. Die durch eine kurz dauernde Labwirkung entstehenden Spalt- 
produkte des Caseins sind zum Teil durch Erhitzen fällbar, werden 
aber durch längere. Einwirkung des Labs so weit abgebaut, daß sie 
beim Erhitzen nicht mehr gerinnen. Bei kurz dauernder Labwirkung 
finden sich also in der Molke erheblich größere Mengen hitzekoagulablen 
Stickstoffs vor als bei lang dauernder Labwirkung. 

6. Der Tryptophangehalt des Milchserums bewegt sich je nach 
dem Stickstoffgehalt desselben zwischen 0,012 und 0,021 %. Die nicht 
hitzekoagulablen Eiweißkörper haben anscheinend denselben Trypto- 
phangehalt wie die hitzekoagulablen, ihr Tryptophangehalt beträgt 
im Mittel 3,1%. Im Filtrat der Gerbsäure- und der Phosphorwolfram- 
säurefällung ist Tryptophan nicht mehr nachweisbar. 

7. Das Labserum weist infolge der durch die Labwirkung ent- 
standenen Spaltprodukte des Caseins einen erhöhten Tryptophan- 
gehalt auf. Der Tryptophangehalt dieser Spaltprodukte ist derselbe 
wie der der Serumeiweißkörper, aber höher wie der Tryptophangehalt 
des Caseins. Die im Filtrat nach der Gerbsäurefällung negativ aus- 
fallende Tryptophanreaktion beweist, daß das Labferment kein freies 
Tryptophan abspaltet. 

8. Die Tryptophanbestimmung im Verdauungsgemisch einer durch 
Pankreatin abgebauten Labmolke zeigt, daß die Abspaltung des 
Tryptophans aus dem Eiweißmolekül im großen ganzen parallel mit 
der Abspaltung der übrigen Aminosäuren verläuft, daß also die bei 
der Wirkung des Labferments auf das Casein beobachtete Erscheinung 
hier nicht zutrifft. 


31 * 


Die Fehler der Chlorbestimmung nach der 
Bangschen Mikromethode. II. 


Von 
Richard Prigge. 


(Aus der medizinischen Klinik des Bürgerhospitals zu Frankfurt а. М.) 
(Eingegangen am 26. Februar: 1923.) 


Angeregt durch die inzwischen von anderer Seite!) mit der von 
mir angegebenen Modifikation?) der Bangschen Chlorbestimmung ge- 
machten Erfahrungen, will ich im folgenden einige weitere Tatsachen 
mitteilen, die sich mir, zum Teil erst nach Abschluß meiner ersten 
Mitteilung, beim Arbeiten mit dieser Methode ergeben haben. 

Ich hatte schon seinerzeit kurz darauf hingewiesen, daß die ein- 
malige Extraktion der Blutblättchen nicht genügt, um alles Chlor 
aus dem Blute zu gewinnen). Die folgende Zusammenstellung zeigt 
an einem typischen Beispiel den Unterschied im Endresultat, der sich 
ergibt, je nachdem man die zum Nachspülen erforderliche Alkohol- 
menge sofort abgießt oder nochmals 3 Stunden stehen läßt; die beiden 
Extraktionsflüssigkeiten wurden getrennt titriert (Tab. Г). — 

Ich fand somit im zweiten Extrakt eine Chlormenge, die erheblich 
höher war, wenn man 3 Stunden stehen ließ, als wenn man sofort 
abgoß (die Werte verstehen sich nach Abzug des zum Umschlag ver- 
brauchten Quantums п/100 AgNO,-Lösung). Dabei stimmten die 
prozentualen NaCl-Werte, die sich aus der Summe der beiden Extrakte 
bei A. ergaben, gut überein, während sie bei B. sehr viel niedriger 
lagen und unter sich erheblich divergierten. Der Versuch, die Blut- 
blättchen noch ein drittes Mal zu extrahieren, zeigte, daß dann keine 
nachweisbaren Chlormengen mehr zu finden waren. — Besonders ein- 


1) Schönfeld, diese Zeitschr. 184, 528, 1923. 

2) Ebendaselbst, 180, 442, 1922. 

3) Auch Claudius teilt mit, daß die dänischen Forscher, die sich mit 
Bangs Methode der Mikrobestimmung des Chlors beschäftigt haben, fast 
alle finden, daß sie etwas unsicher ist, und daß man nur etwa 90% der 
Chloride dadurch bestimmt. Verhandlungen d. Deutsch. Ges. f. inn. 
Med., 34. Kongreß, 22, 138, 
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Tabelle I. 
Blut Nr. 5 (Pneumome) 1%). 





Zur Untersuchung vers | 





wandte Blutmenge | 1. Extrakt | 2. Extrakt | Zusammen | % Na с 
mg | ccm | cem ccm | а 
А. nach 3 Stunden 
97 086%) ou 083 | 0501 
110 | 0,74 0,21 0,95 0,505 ` 
В. nach 15 Sekunden 
90 | 0,63 | 0,03 | 0,66 | 0,429 
103 0,76 0,04 | 0,80 0,454 


leuchtend wurde durch diese Feststellungen ein weiterer Umstand auf- 
geklärt; bei einer größeren Versuchsreihe!), in der zu bestimmten 
Mengen defibrinierten Blutes stets so viel NaCl zugesetzt wurde, daß 
der NaCl-Gehalt um genau 0,2%, erhöht wurde, gelang es mir mit 
der Originalmethode nie, das zugesetzte Chlor innerhalb der übrigen 
Fehlergrenzen quantitativ wieder zu bestimmen. Erst nachdem ich 
die zweite Extraktion eingeführt hatte, stimmten die Resultate gut 
überein. 


























Tabelle II. 

Blut Nr.5 II (nach Zusatz von 60 mg NaCl zu 30 р Blut). 
дш teren Dag | 1. Extrakt | 2. Extrakt | Zusammen | ob Na с! 
EEN mg cem ccm ccm | йаз 
А.  — © “nach 3 Stunden 

93 0,88 0,23 1,11 | 0,698 

104 | 0,97 0,27 1,24 0,697 
В. nach 15 Sekunden 

102 0,94 | 0,06 | 1,00 | 0,573 

116 1,14 | 0,04 | 1,18 | 0,595 


Hier wie oben fällt wieder die beträchtliche Divergenz der nach 
sofortigem Abgießen des zweiten Extraktes gewonnenen Werte auf. 
Außerdem sieht man, daß der bei A. resultierende Wert sehr genau 
0,2%, höher liegt als der im unvorbehandelten Blute gewonnene, 
während die Analyse nach B. einen Teil des zugesetzten NaCl nicht 
mitbestimmte (Durchschnittswert vor NaCl-Zusatz 0,44%, nach dem 
Zusatz 0,58 9%). Das sehr erheblich abweichende Resultat, das Schönfeld 
beim Arbeiten mit meiner Methode gewonnen hat, führe ich zum Teil 
darauf zurück, daß er von der bei der Titration des zweiten Extraktes 


1) Die Wirkung der intravenösen Zufuhr großer NaCl-Mengen II. Mit- 
teilung, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 140, 168, 1922. 

2) Die Zahlen stellen die Menge der Maßflüssigkeit dar (п/100 AgNO,), 
die zur Bindung des in den einzelnen Extrakten enthaltenen NaCl ver- 
braucht wurde, 
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verbrauchten AgNO,-Menge einen zu hohen Blindwert abgezogen hat. 
Er selbst gibt nämlich an, daß zum Umschlag 0,025 ccm nötig seien; 
trotzdem zieht er bei seinen Titrationen stets 0,05 ccm ab (auch Bang 
fordert in der dritten Auflage der Mikromethoden, 8. 9, daß der in 
Abzug zu bringende Blindwert von jedem Untersucher zuerst bestimmt 
werden muß, da er auch geringer als 0,05 sein kann; ich habe 0,04 ccm 
zu einem für mich mit voller Schärfe wahrnehmbaren Umschlag ge- 
braucht). Schönfeld hat zur Titration der zweiten Extrakte stets 
0,05 + 1 Tropfen (0,025), also 0,075 cem gebraucht, bis der Umschlag 
für ihn erkennbar war; da sein Blindwert 0,025 ist, hätte er somit 
stets 0,05 сест n/100 AgNO, zur Bindung des im zweiten Extrakt 
enthaltenen Chlors gebraucht, was einer konstanten Menge von 
0,02925 mg NaCl entspricht. Selbst in den zweiten Extrakten. die 
sofort abgegossen wurden, fand ich diesen Wert jedoch stets etwas 
schwankend; natürlich darf man bei so kleinen Quanten nicht mit 
ganzen Tropfen titrieren, sondern muß die Maßflüssigkeit teilstrich- 
weise (je 0,01) zusetzen. Da ein stärker chlorkonzentriertes Blut einen 
höheren Chlorgehalt des extrahierenden Alkohols bewirkt, kann ja 
schon die am Löschblättchen selbst haftende, durch bloßes Nach- 
spülen gewonnene NaCl-Menge gar nicht konstant sein. Den Haupt- 
grund für die Divergenz der Resultate vermute ich darin, daß Schönfeld 
die schon nach Zusatz geringer Ag N O,-Mengen auftretende Opaleszenz, 
die durch das gebildete kolloidale Chlorsilber bedingt wird, mit dem 
Umschlag verwechselt hat; bei der Titration der Extrakte 1 ist diese 
Verwechslung natürlich nicht möglich; die Opaleszenz tritt ein, lange 
bevor der Umschlag erwartet werden kann, und die Aufmerksamkeit 
bleibt daher für den das Ende der Titration anzeigenden lichtbraunen 
Ton reserviert. Die von Schönfeld ganz richtig beobachtete, etwa 
0,1 ccm höher liegende Verfärbung in Dunkelbraun (es handelt sich 
hierbei freilich nicht um einen ‚zweiten Umschlag‘‘) ist übrigens nicht 
von der in der Lösung enthaltenen absoluten Menge Chlor abhängig. 
sondern von der Konzentration des Silberchromats und kann auch 
beim sogenannten Blindumschlag gut studiert werden. Selbstver- 
ständlich hängt diese Konzentration nicht nur vom Überschuß der 
zugesetzten Maßflüssigkeit, sondern ebenso von der Menge des Lösungs- 
mediums ab. Deshalb ist ja auch die Einschränkung der gesamten 
Alkoholmenge auf ein Minimum unbedingt erforderlich, da nur so 
das Auftreten des braunen Farbtones rechtzeitig erkannt wird. Auch 
die von Schönfeld mitgeteilte Titration abgemessener Mengen von 
п/100 NaCl-Lösungen іп 10 und 15 сст Alkohol bieten selbstver- 
ständlich keinen Grund, von dieser Einschränkung abzusehen. Denn 
da man ja den Umschlagspunkt von vornherein genan kennt, so ist 
die Aufmerksamkeit schon auf die erste Andeutungzeines braunen 
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Farbtones gerichtet. Macht man freilich die Titration an verschiedenen 
Proben des gleichen Blutes (90 bis 110 mg), ohne nach dem Ausfall 
der ersten Titration zu berechnen, wo ungefähr der Umschlag bei 
den anderen Blättchen (mit größerer oder kleinerer Menge Blut, also ` 
auch Chlor) zu erwarten ist, so wird man bei Verwendung von mehr 
als 10ccm Alkohol aus der größeren Divergenz der Resultate bald 
erkennen, wie wesentlich es ist, die Alkoholmenge möglichst einzu- 
schränken: man muß so lange titrieren, bis der braune Farbton deutlich 
zu erkennen ist, und hierzu braucht man in größerer Alkoholmenge 
etwas mehr Maßflüssigkeit. Auch am Blindumschlag kann man leicht 
feststellen, daß man zur Erzielung des gleichen Farbtones je nach der 
Menge des Alkohols mehr oder weniger Maßflüssigkeit verbraucht. 
Ich war bislang der Ansicht, daß es keinen Sinn habe, die Tropfen- 
größe unter das zum Blindumschlag erforderliche Quantum zu ver- 
ringern. Ich hatte dementsprechend darauf hingewiesen, daß in einer 
NaCl-Lösung, die beispielsweise das Äquivalent von 0,91 ccm 
n/100 AgNO, enthält, nach Zusatz von 0,92ccm Maßflüssigkeit noch 
kein Umschlag wahrnehmbar ist, sondern erst nach Zusatz eines weiteren 
Tropfens von 0,04 ccm, also bei 0,96; da man stets eine Menge abzu- 
ziehen hat, die dem individuellen Blindwert entspricht, so hatte ich 
schließlich mit 0,92 zu rechnen, was einem Fehler von - 0,01 ccm 
n/100 NaCl-Lösung entspricht. Hätte man nach Zusatz von 0,92 ccm 
nur noch Tropfen von je 0,01 zugesetzt, so wäre die Titration bei 0,95 
abgebrochen worden; nach Abzug von 0,04 hätte der so bestimmte 
Wert der in der Lösung enthaltenen NaCl-Menge von 0,91 genau ent- 
sprochen. Ев ergibt sich hieraus die Forderung, die Tropfengröße 
vom Blindumschlag zu lösen und mit Tropfen von 0,01 zu titrieren 
bzw. den Zusatz der Maßflüssigkeit auf diese Tropfengröße einzustellen, 
sobald man in die Nähe des Umschlagpunktes kommt, den man ja 
bei Blut und Serum im voraus schon ungefähr kennt. So wird der 
durch die Titration bedingte Fehler nahezu ganz ausgeschaltet (0,01 ccm 
n/100 AgNO, = 0,00585 mg NaCl); es ist dann nur erforderlich, den 
individuellen Blindumschlag genau einzustudieren. Solange dagegen 
die Tropfengröße in Anlehnung an den Blindwert gewählt wird, ist 
die Einschränkung der Fehlerquelle nicht möglich. Wählt man z. B. 
Tropfen von 0,025 ccm, so ergibt sich folgendes: in einer NaCl-Lösung 
möge дав Äquivalent von 0,93 сот п/100 AgNO, enthalten sein; 
nach Zusatz von 37 Tropfen zu je 0,025 ccm ist dann das Äquivalent 
von 0,925 gebunden; der nächste Tropfen bringt dann noch keinen 
deutlichen Farbumschlag, da ein Überschuß von 0,025 сст AgNO; 
als Minimum nötig ist, um den braunen Farbton deutlich erkennbar 
zu machen; daran fehlen jedoch noch 0,005 ccm (= 20%); man muß 
also noch einen weiteren Tropfen zusetzen, bis der Umschlag sichtbar 


488 В. Prigge: Fehler d. Chlorbest. п. d. Bangschen Mikromethode. II: 


wird, und hat dann insgesamt 0,975 ccm Maßflüssigkeit verbraucht; nach 
Abzug eines Blindumschlages von 0,025 bleibt als Resultat 0,95; Fehler: 
+ 0,021 also derselbe Wert, der mit Tropfen von 0,04 ccm als höchster 
Fehler gefunden wurde. Die Verringerung der Tropfen von 0,04 auf 
0,025 ccm bietet somit noch keinerlei Vorteil, und es ist schwer er- 
findlich, was Schönfeld zu der Ansicht gebracht hat, daB die Verwendung 
von Tropfen zu 0,04 die Erzielung brauchbarer Resultate ausschließe. 
Es kommt eben gar nicht darauf an, welchem NaCl-Äquivalent der 
verwandte Tropfen entspricht, sondern lediglich darauf, zu welchem 
Abweichen vom exakten NaCl-Wert der verwandte Tropfen zwingt 
(in beiden Fällen höchstens 0,02); und lediglich das NaCl-Äquivalent 
dieser Menge stellt den Fehler der Bestimmung dar. 


Über -die Wirkung des Emulsins 
auf das System Blausäure—Benzaldehyd—Benzexynitril. 


Von 


Е. Nordefeldt. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universität Stockholm.) 
(Eingegangen am 27. Februar 1923.) 


Hinsichtlich der Enzymwirkung auf das im Titel erwähnte System 
sind zwei Fragen besonders wesentlich: 

1. Welche Einflüsse üben nichtenzymatische, und welche Ein- 
flüsse üben enzymatische Katalysatoren auf die synthetischen und auf 
die Spaltungsvorgänge aus ? 

2. Existiert — soweit überhaupt enzymatische Katalysatoren in 
Frage kommen — ein besonderes, spezifisches, synthetisierendes Enzym, 
eine Oxynitrilese und daneben ein besonderes spaltendes Enzym ? 

Die zweite Frage wird besonders nahegelegt durch die sehr be- 
merkenswerten Arbeiten von Rosenthaler!) und durch seine daraus 
gezogenen Schlüsse über die Existenz eines syn- und eines dia-Emulsins. 

In zwei vorhergehenden Mitteilungen (I und II)?) habe ich experi- 
mentelle Beiträge zur Beantwortung der erwähnten Fragen erbracht 
und habe einstweilen die Untersuchung fortgesetzt, um so mehr, als 
die hier behandelten Probleme für die Enzymchemie im allgemeinen 
eine gewisse Bedeutung besitzen. 

Bei der theoretischen Behandlung der in meinen beiden ersten 
Mitteilungen angegebenen Resultate hat mich in erster Linie die Frage 
beschäftigt, wie die Spaltung des razemischen Oxynitrils in Gegenwart 
und in Abwesenheit von Emulsin, und zwar eines in angegebener 
Weise dargestellten Präparats (l. c. II, S. 400) verläuft. 

Diese Spaltung ist von Feist?) untersucht, welcher fand, daß 
linksdrehendes Benzoxynitril erhalten werden konnte, wenn eine 
Lösung von inaktivem Oxynitril mit Emulsin behandelt und dabei 
ein Luftstrom durch das Gemisch geleitet wurde. Ohne diesen Kunst- 
griff zur Wegführung der Spaltprodukte (Benzaldehyd und Blausäure) 
gelang es ihm aber nicht, ein optisch aktives Oxynitril zu erhalten. 


1) Diese Zeitschr. 14, 238, 1908; 17, 257, 1909; 19, 186, 1909; 26, 1 u. 7, 
1909; 28, 408, 1910; 50, 486, 1913; Arch. d. Pharm. 246, 365, 1908; 248, 
105 u. 534, 1910; 249, 510, 1911; 251, 56 u. 85, 1913. 

з) Ebendaselbst 118, 15, 1921 (I. Mitt.); 181, 390 1922 (II. Mitt.). 

з) Arch. 4. Pharm. 247, 226 u. 542, 1909; 248, 101, 1910. 
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Experimentelles. 

Ich berichte kurz über einige Versuche, das Oxynitril mit und 
ohne Anwesenheit von Emulsin zu spalten. 

Die Substratmischung wurde nach einigen Minuten von der ent- 
standenen Proteinfällung filtriert und dann der Verlauf der Spaltung 
dadurch verfolgt, daß die entbundene Blausäure mittels Volhards 
Methode mit AgNO, (п/10) bestimmt wurde. Die Aziditäten wurden 
bei diesen Versuchen nur mit Indikatoren bestimmt und sind darum 
bis auf eine halbe Einheit unsicher. 


Versuch 1. a) 40 ccm Alkohol (95proz.) + 22 ccm Emulsinlösung 
(1:50) + 6ccm Acetatpuffer (п/1, in 47proz. Alkohol gelöst) + 2 ccm 
(= 2,2114 g) inaktives Benzoxynitril. Temperatur = 16°, рд =c:a5, 
Titrationsprobe = 5 ccm. 

b) Wie in a), aber anstatt Emulsinlösung 22 ccm Wasser. Dasselbe 
Du Wie in а). 

























а) b) 

: ‚N HCN De NO, HCN 
in ER | veroraucnt frei in ee ‚ve frei 
eeneg, eem о SOn шв | 

Н | 
У | 0,1 0,8 е ı 0,1 0,8 
и и 0,6 5,0 | 0,6 5,0 
2 | 0,7 5,8 2 ' 07 5,8 
12 0,8 6,7 12 " 08 6,7 
24 ' 0,8 6,7 24 | 08 6,7 
68 | 0,8 | 6,7 68 | 0,8 6,7 
| 


Danach wurde ein wenig NaOH bis zur stark alkalischen Reaktion 
zugefügt, wodurch das Endgleichgewicht fast augenblicklich erreicht 
wird (Wirth!)), dann mit HNO, wieder sauer gemacht und titriert: 
AgNO, = 0,9ccm, 7,6% НСМ entsprechend, in a) sowohl als in b). 


Versuch 2. Dieselbe Mischung wie in Versuch 1, aber eine andere 
Azidität des Puffers. ри =c:a 6. Übrigens wie in Versuch 1. 





жи ира ЕЖЕ EEE BIETE Арак Greg РБ ЕЕЕ ЛЫН gear rer ea Sen nee — ——— 


HCN nn 
e | E e t Se frei Beie E жы GC SE 





d Sa ШИ? 
11/6 0,8 67 17, 
о, | 08 6,7 дз), 
6 /, 0,8 6,7 GN 

18 _ 08 | 67 18 





1) Arch. d. Pharm. 249, 382, 1911. 
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Danach das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 bestimmt: AgNO, 
= 0,9 in a) sowohl als in b), 7,5% НСМ entsprechend. 

Versuch 3. а) 125 ccm Alkohol (47 proz.) + 20 ccm Alkohol (95 proz.) 
+ :20ccm Emulsinlösung (1:50) + 15 сост Acetatpuffer + 2 ccm 
Oxynitril. Temperatur = 17°, pu = с:а 6, Titrationsprobe = 10 ccm. 

b) Wie in a), aber anstatt Emulsinlösung 20 ccm Wasser. Das- 
selbe рн wie in а). 
































&) b) 
Fe — = ga geg EE EE 
AgNO HCN d | NO; HCN 
in Sec? | verbraucht frei i Zoe ee | уе rbraucht | frei 
= | т = = = er, Sen Ki == 
ia | 02 | 22 e | 02 2,2 
1 | 1,0 10,8 1 1,0 10,8 
2 1,1 | 11,9 2 LI 11,9 
4 | 1,1 11,9 4 | 1,1 11,9 
10 | 1,1 CR 1,1 11,9 


Danach das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 bestimmt: 

a) AgNO, = 2,3, 24,9% HCN, b) AgNO, = 2,4, 25,9% НСМ 
entsprechend. 

Versuch 4. 2g Emulsinpulver + 50 ccm Wasser + 50 ccm Alkohol 
(95 proz.) + 10 ccm Acetatpuffer + 2 ccm Oxynitril. Temperatur = 180, 
Ри = e:a 5, Titrationsprobe = 10 ccm, Polarisationsrohr = 200 mm. 














HCN 

in en | ANo, | frei | Drebung 
EN | eem _ БЕ» EE ЧЕНДИ 
EE age ebe 

dëi | 0,8 | 52 — — 0,2 

Wë | 1,2 | 7,8 — 0,4 

| | 1,3 8,5 — 04 

ZE | 1,3 8,5 — 0,5 

7 | = — — 0,4 

26 | Gei = — 0,0 

і | 





Danach wurde das Endgleichgewicht wie in Versuch 1 bestimmt: 
AgNO, = 3,2ccm, 20,8% HCN entsprechend. 

Nach 4 Stunden vom Beginn des Versuches wurden 30 ccm der 
Substratmischung mit 30 ccm Wasser gemischt und sogleich zweimal 
mit Äther ausgeschüttelt (jedesmal 15 сст). Der Äther wurde mit 
wasserfreiem Na,SO, getrocknet, zum halben Volumen eingeengt und 
davon 12,5 сост (gleich das Volumen des Polarisationsrohres) polari- 
metrisch untersucht: œ — 0,39. Dieser Teil wurde dann mit HCl auf 
dem Wasserbade verseift und die entstandene Kristallmasse in 15 сот 
Wasser gelöst, wovon wieder 12,5ccm polarimetrisch untersucht 
wurden: œ + 1,80. 
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Versuch 5. a) 2g Emulsinpulver + 60ссш Wasser + 60 ccm 
Alkohol (95proz.) + 10 ccm Acetatpuffer + 2ccm Oxynitril. Tempe- 
ratur = 18°, ру = с:а 4, Titrationsprobe = 10 ccm. 

b) Wie in a), aber eine andere Azidität des Puffers. pu = с:а 6,5. 





&) b) 
` ae Аа НСМ | aa: AgNO, | HCN 

in a en № St ‚ frei | Drebung 9 а 08 ve we A , frei Drebung 
Е ccm ба ео. о Cem | 90 КЧО E 

и | | 
1 | 0,3 28 —02 1 03 28 —02 
14 0,3 2,8 — 0,3 14 0,4 3,8 — 0,3 
25 0,3 2,8 — 0,4 25 0,5 47 — 0,2 
45 0,3 28 —02 45 0,5 4,7 0,0 
70 0,3 | 28 ‹ — 0,1 70 — — 0,0 

100 0,3 2,8 0,0 
| 
Resultate, 


Aus diesen Versuchen geht hervor, daß die Geschwindigkeit der 
Spaltung von der Anwesenheit des Emulsins unabhängig ist und nur 
von der Azidität der Lösung bestimmt wird, wie es sich auch bei der 
Synthese nach meinen früheren Untersuchungen (l. c. I, S. 30) ergeben 
hat. Bei größerer Verdünnung wird eine größere Spaltung erhalten. 

Das optische Isomere, das d-Oxynitril, welches bei Anwesenheit 
von Emulsin mit der größeren Geschwindigkeit synthetisiert wurde, 
wird jetzt auch am schnellsten gespalten, wodurch das 1-Oxynitril 
während des Verlaufs der Spaltung in Überschuß erhalten wird. Das 
aktive Oxynitril wird aber mit der Zeit razemisiert, und zwar um so 
schneller, je mehr sich die saure Lösung dem Neutralitätspunkt nähert. 
Daß die Linksdrehung der Lösung nicht von der Emulsinsubstanz 
selbst verursacht wird, wurde dadurch gezeigt, daß bei der Verseifung 
des 1-Oxynitrils Rechtsdrehung erhalten wurde. 

Das Wegführen der Spaltprodukte nach Feist ist unnötig, denn 
wenn nur die Azidität innerhalb geeigneter Grenzen gehalten wird, 
kann deutliche optische Aktivität erhalten werden. Daß indessen 
Durchleiten von Luft während der Spaltung sich als günstig gezeigt 
hat, scheint mir dadurch erklärt werden zu können, daß dann der 
entstehende Benzaldehyd schneller zur Benzoesäure oxydiert wird, 
wodurch größere Azidität erhalten und die Schnelligkeit der Raze- 
misierung dadurch vermindert wird. 





Indem ich eine zusammenfassende Diskussion über die Rolle 
enzymatischer Katalysatoren im System Blausäure — Benzaldehyd— 
Benzoxynitril auf meine nächste ausführlichere Mitteilung verschiebe, 
möchte ich hier zur Ergänzung und Verdeutlichung, und in einem 


ëmge mm Te 
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Punkte auch zur Verbesserung meiner früheren Darstellung folgendes 
anführen. 

Daß die (symmetrische) Bildung von Benzoxynitril durch Hydroxyl- 
ionen ohne Mitwirkung von Emulsin synthetisiert wird, hat, wie ich 
in meiner ersten Mitteilung einleitend angab, Ойее!) 1909 gezeigt. 
An der gleichen Stelle habe ich bereits auf die Ergebnisse von Lap- 
worth?) 1903 und auf die gründliche Studie von Wirth?) hingewiesen, 
welcher fand, „daß Hydroxylionen die Geschwindigkeit, mit der das 
Gleichgewicht erreicht wird, von beiden Seiten vergrößern, Wasserstoff- 
ionen dagegen die beiden Reaktionen sehr stark verzögern“. 

In einer kleinen Bemerkung zu dem hier behandelten Thema 
hebt Herr Г. Rosenthaler?) hervor, er „habe selbst schon vor langer 
Zeit (vgl. diese Zeitschr. 19, 186, 1909) bewiesen, daß diejenigen Be- 
standteile des Emulsins, welche die Blausäureaddition beschleunigen, 
in der Hauptsache nichtenzymatischer Natur sind und also auch nicht 
identisch mit dem syn-Emulsin-Oxynitrilese‘‘. Ich führe die betreffende 
Stelle hier an: 

„Da der Zusatz von Säure, welche die Dissoziation der Blausäure 
zurückdrängt, die Reaktion verzögert, so erfolgt die Addition der Blausäure 
nicht in Form ihrer undissoziierten Verbindungen, sondern als Ionen, ein 
Schluß, den schon früher Lapworth (1. с.) aus seinen in anderer Weise an- 
gestellten Versuchen gezogen hat. Es werden also alle Körper die Addition 

der Blausäure beschleunigen, welche eine Vermehrung der СМ-Топеп- 
` konzentration herbeiführen, ohne die Konzentration der zur Reaktion 
unbedingt notwendigen H-Ionen allzusehr herabzudrücken. Dazu sind 
Verbindungen der Alkalien und Erdalkalien mit schwachen Säuren und 
kaustische Alkalien in geringer Konzentration geeignet. Während der 
Reaktion werden dann die infolge der Addition verschwundenen CN-Ionen 
durch die noch vorhandene nichtdissoziierte Blausäure nachgeliefert. Aus 
all dem darf für die durch Emulsin erfolgende Beschleunigung der Blau- 
säureaddition folgendes geschlossen werden: Sie erfolgt zum überwiegenden 
Teil durch Verbindungen des Magnesiums, Calciums und Kaliums, die als 
‚COyanionenbildner‘ zu wirken imstande sind.“ 

Diesem Zitat stelle ich das Ergebnis meiner eigenen Versuche 
gegenüber (l. c. I, S. 30, Zeile 1 bis 4). Unter Hinweis auf die Ver- 
suche 1 bis 13 der ersten Mitteilung und der Abb. 1 und 2 1. с. kann 
ich meine Versuche in eine vollständig ausgearbeitete Kurve der mit 
und ohne Beteiligung des Emulsins gültigen Aziditätsfunktion zu- 
sammenfassen : 





рн....|29 
К.10З... 06 | 0,11 
1) Rec. d Trav. d. Pays-Bas 28, 1 u. 248, 1909. 
2) Journ. Chem. Soc. 88, 995, 1903. 
3) Le 
4) Diese Zeitschr. 128, 606, 1922. 
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Durch diese Messungen ist die Aziditätsfunktion zum ersten Male 
quantitativ festgestellt worden. | 

Über Herrn Rosenthalers und meinen relativen Anteil an der 
Aufklärung der nicht enzymatischen Benzoxynitrilsynthese dürfte 
sich hiernach eine Diskussion erübrigen. 

Was dann die Richtigkeit der Rosenthalerschen Annahme eines 
syn- und eines dia-Emulsins betrifft, so ist vielleicht zunächst die 
allgemeine Bemerkung gestattet, daß die Enzymchemie in den 
letzten 10 Jahren keinen Fall gezeigt hat, in welchem die Annahme 
eines besonderen synthetisierenden Enzyms auch nur wahrscheinlich 
gemacht würde. Der Fall Oxynitrilese—Oxynitrilase würde also ganz 
vereinzelt dastehen. | 

Aber auch wenn man die in diesem speziellen Falle vorhandenen 
Tatsachen, auf welche Rosenthaler die gesonderte Existenz seiner 
Oxynitrilese und Oxynitrilase zu stützen versucht, näher betrachtet, 
wenn man insbesondere in Erwägung zieht, was sich aus der Dar- 
stellungsweise der beiden Enzympräparate für tatsächliche Unterschiede 
ergeben, so wird man die Existenz einer besonderen Oxynitrilese als 
unbeuresen bezeichnen müssen. 

Bis jetzt besteht keine Tatsache, welche nicht mit der theoretischen 
Forderung in Einklang wäre, daß das Benzoxynitrilgleichgewicht — 
soweit es überhaupt von einem Enzym abhängt — von beiden Seiten | 
her durch den gleichen enzymatischen Katalysator eingestellt wird. 

Was dann eine von Herrn Rosenthaler beanstandete ‚völlig falsche 
Auffassung“ über den Emulsinbestandteil betrifft, welchen er als 
syn-Emulsin bezeichnet hat, so darf ich zunächst aus der Einführung 
zu meiner ersten Mitteilung wörtlich zitieren: ‚Das neue asymmetrisch 
synthetisierende Enzym wurde von ihm (Rosenthaler) syn-Emulsin 
(svv-Emulsin, 6-Emulsin) genannt.“ 

Dagegen könnte die Formulierung meiner Zusammenfassung 
Anlaß zu Mißverständnis geben. Daselbst steht: „Sämtliche sym- 
metrisch-kinetischen Wirkungen ... erklären“. Dieser Satz ist durch 
folgenden zu ersetzen: Sämtliche symmetrisch-kinetischen Wirkungen 
lassen sich einfach, ohne Einführung besonderer Hypothesen, als Aziditäts- 
wirkungen erklären. Der folgende Satz: ‚Für diese Wirkungen wird die 
Annahme eines synthetischen Enzyms ... folglich überflüssig und 
hinfällig“ soll wegfallen. 

Hinsichtlich einiger kritischer Bemerkungen Herrn Rosenthalers 
in Fermentforschung (5, 334, 1922) kann ich mich noch kürzer fassen: 

Die Bemerkung, ich hätte den Silberverbrauch des Emulsins nicht in 
Abzug gebracht, ist nicht richtig; derselbe ist in Abzug gebracht worden, 
soweit er nicht vollkommen in den Bereich der Versuchsfehler fiel; er 
war stets so klein, daß mir seine besondere Angabe überflüssig erschien. 
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Die Reaktionssysteme sind in solchen Temperaturgrenzen konstant 
gehalten worden, daß die durch die Temperaturschwankungen (etwa 
+ 0,20) verursachten Fehler wohl innerhalb der Grenzen der sonstigen 
Versuchsfehler lagen; damit erledigt sich die Bemerkung bezüglich 
des Thermostaten. 

Wenn schließlich Herr Rosenthaler sagt, daß ich die Alkalinität 
des Glases nicht berücksichtigt habe, so beruht auch dieser Einwand 
vielleicht auf einer nicht vollständigen Vertrautheit mit den modernen 
physikalischen Methoden der Aziditätsmessung. Eine kurze Über- 
legung wird Herrn Rosenthaler davon überzeugen, daß durch die elektro- 
metrische Bestimmung der stets genau angegebenen py-Werte die 
gesamte Azidität (bzw. Alkalinität) der Lösungen gemessen wird, so 
daß damit die vom Glase eventuell in Lösung gegangenen: Alkalimengen 
berücksichtigt sind. 

Ferner kann ich es vielleicht unterlassen, mit Herrn Rosenthaler 
die Richtigkeit der Berechnung meiner nach der Formel für bimolekulare 
Reaktionen berechneten Koeffizienten näher zu diskutieren, sondern 
kann mich auf den Hinweis beschränken, daß meine S. 340 seiner 
Arbeit erwähnten ‚Konstanten‘ oder besser ‚Koeffizienten‘ richtig 
berechnet, andererseits nicht weiter quantitativ verwertet und auch 
zu keinen Schlüssen verwendet worden sind. 


Welche Art von Substanzen ist für die Entstehung 
elektrischer Ströme in lebenden Geweben von Bedeutung?! 


Von 
R. Beutner. 


(Aus dem Pharmako-therapeutischen Institut der Universität Leiden.) 
(Eingegangen am 4. März 1923.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die folgenden Darlegungen beschäftigen sich nur mit der prin- 
zipiellen Frage, ob allein wassermischbare oder auch wasserunmischbare 
Substanzen bei der biologischen Stromerzeugung eine Rolle spielen; 
mit anderen Worten: ob rein wässerige Systeme, bestehend aus einer 
Serie hintereinandergeschalteter wässeriger Lösungen, oder sogenannte 
biphasische Ketten, d. h. Systeme, deren Glieder nicht sämtlich mit- 
einander mischbar sind, maßgebend sind. 

1. Die Frage nach der Natur der elektromotorisch wirksamen Sub- 
stanzen im Organismus wird in der Fachliteratur besprochen, seit es 
überhaupt eine Elektrophysiologie gibt. 


Schon Emil du Bois-Reymond hat 1867 im Archiv für Anatomie eine 
etwa 60 Seiten lange Abhandlung hierüber geschrieben !), in der ein umfang- 
reiches experimentelles Material beigebracht wird. Darin werden syste- 
matische Messungen der elektromotorischen Kraft von Muskeln, Nerven, 
Drüsen, Haut und anderen tierischen Organen beschrieben, und dann 
anschließend daran Modellversuche: Messung der elektromotorischen Kraft 
von Flüssigkeitsketten, d. h. Serien wässeriger Lösungen von Salzen, Säuren 
und Alkalien in den verschiedensten Kombinationen. Du Bois-Reymond 
schreibt weiterhin: „Das Ergebnis, zu dem wir gelangt sind, ist also 
schließlich, daß wir mit unseren bisherigen Kenntnissen nicht ausreichen, 
um uns von den elektromotorischen Molekeln als Stromerregern eine 
einigermaßen befriedigende Vorstellung zu machen. Es ist aber nicht so 
paradox als es klingt, wenn behauptet wird, daß gerade in dieser Hinsicht 
ein erster Schritt zur physikalischen Theorie jener hypothetischen Gebilde 
liege.‘“ 

(Was du Bois-Reymond hier elektromotorische Molekeln nennt, ist 
nichts weiter als die elektromotorische Kraft irgend eines Organs; er bleibt 
im Bilde seiner merkwürdigen Molekulartheorie, was hier nichts weiter 
zu bedeuten hat.) 


1) Über die elektromotorische Kraft der Nerven und Muskeln (Arch. f. 
Anat. 1867, $. 417). 
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Das negative Resultat der Versuche Du Bois-Reymonds rührt daher, 
daß er nur rein wässerige Ketten als Vergleichsmodelle herangezogen hat. 
Er selbst hat diesen schwachen Punkt seiner Untersuchungen schon erkannt, 
denn er sagt in derselben Abhandlung: ‚‚Vielleicht ist es aber falsch, hier 
bloß die Flüssigkeiten im Muskel und Nerven als bei der Elektrizitäts- 
erregung beteiligt zu denken. Durch meine Erfahrungen über die Nobili- 
schen Ton-Thermoströme, über die Ströme der menschlichen Haut usw., 
wurde ich früher schon zu der Vorstellung gedrängt, daß bei solchen porösen 
Halbleitern, wie auch die tierischen Gewebe sie darstellen, auch das halb- 
leitende Gerüst eine elektromotorische Rolle spiele.“ Zu dem ‚‚halbleitenden 
Gerüst“ gehören offenbar auch die Membranen, also das, was Du Botis- 
Reymond in unbestimmter Weise hiermit andeutet, sind biphasische Systeme. 
Eine experimentelle Erforschung solcher Systeme war indes damals allein 
schon wegen der Unvollkommenheit der Meßinstrumente kaum möglich. 

Man kann gegen diese Arbeiten Du Bois-Reymonds nicht anführen, 
sie seien jetzt nach 60 Jahren veraltet. Die damals festgestellten Tatsachen 
sind heute noch unverändert gültig. Sie sind von den entschiedenen 
Gegnern gewisser Theorien Du Bois- Reymonds niemals ernstlich bezweifelt 
und noch nach Jahrzehnten von .unabhängigen Bearbeitern bestätigt 
worden, die, von anderen Gesichtspunkten ausgehend, das Gebiet be- 
arbeiteten, so von Окег-Вют!), der Grundsätze und Erfahrungen der 
physikalischen Chemie zur Geltung bringen wollte. Alles führte stets zu 
der gleichen Erfahrung, daß rein wässerige Systeme keine befriedigende 
Erklärung für die physiologischen Ströme geben können. 

Man kann gegen Du Bois-Reymond auch nicht etwa anführen, daß 
ihm damals alle die wichtigen modernen elektrochemischen Errungen- 
schaften unbekannt waren: die lIonentheorie, die osmotische Theorie der 
Stromerzeugung, die Anwendung der Thermodynamik usw. So bedeutungs- 
voll alles dies ist, mit dem Problem der Elektrophysiologie in seiner ein- 
fachsten Form hat es schlechterdings nichts zu tun. Für die Elektro- 
physiologie ist die Frage einfach die: welche Substanzen dieselben elektro- 
motorischen Erscheinungen zeigen, wie der Muskel. Hat man erst wirklich 
irgend eine Analogie entdeckt, so ist die weitere Frage, auf Grund welcher 
physikalischen Theorie die gefundene Modellsubstanz wirkt, für die 
Physiologie nur von sekundärer Bedeutung. 

Trotzdem wird von vielen Physiologen die physikalische Theorie in 
den Vordergrund geschoben, gerade so als ob sich damit der Mangel ver- 
decken ließe, daß noch kein de facto brauchbares Modell früher be- 
kannt war. 

Man findet z. B. Abhandlungen hierüber, welche von der Planckschen 
Theorie der Potentialdifferenzen im Grenzgebiet mischbarer Lösungen 
ausgehen. Die bekannte, ziemlich komplizierte Formel, die mit dieser 
Theorie abgeleitet wird, soll hier nicht zitiert werden (da sie in allen Lehr- 
büchern des Gebiets zu finden ist). An der Richtigkeit dieser Formel zweifelt 
niemand; aber was hat dies für die biologischen Ströme zu bedeuten ? Gibt 
uns diese physikalische Theorie ein Mittel an die Hand, diejenige Substanz 
aufzufinden, nach der Du Bois-Reymond vergebens gesucht hat? Kann 
ıman mit ihrer Hilfe ein System wässeriger Lösungen finden, dessen elektro- 
motorische Kraft mit der des Gewebes verglichen werden kann? Die Er- 
fahrung hat gezeigt, daß dies nicht der Fall ist. Seit vielen Jahren schon 





1) Pflügers Arch. 84, 191, 1901. 
Biochemische Zeitschrift Band 137. 39 
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kennt man die physikalisch-chemische Theorie; wiederholt ist versucht 
worden, sie auf das elektrophysiologische Problem anzuwenden. Niemak 
ist ein Erfolg der genannten Art bekannt geworden. Wie wäre es sonst 
möglich gewesen, daB W. Ostwald, dem die physikalisch-chemische Theorie 
nicht ganz unbekannt war, ausdrücklich auf mögliche Bedeutung der 
Membranen (also biphasischer Systeme) hinweisen konnte. 

Die Sache liegt eben so, daß man auch ganz ohne Theorie Flüssigkeits- 
ketten mit höchst möglicher Kraft finden kann, durch ein sehr einfaches 
Probieren. So hatte ев Du Bois-Reymond schon getan. Größere elektro- 
motorische Kräfte bei Flüssigkeitseketten hat auch die physikalische Chemie 
nicht angezeigt. 

Das Gesamtergebnis der wissenschaftlichen Forschung über den 
Ursprung der physiologischen Ströme in mehr als 50 Jahren ist leider 
als sehr gering zu bezeichnen. Mit der rein negativen Feststellung, 
daß wässerige Flüssigkeiteketten allein es nicht tun, ist eigentlich 
alles beschrieben, was erreicht wurde. Kein Wunder also, daß eine 
gewisse Interessenlosigkeit für dieses Forschungsgebiet sich geltend 
macht. So groß ist aber diese Interessenlosigkeit, daß nun auch noch · 
diese einzige bescheidene feststehende Tatsache in Vergessenheit gerät, 
daß wässerige Ketten nicht genügen. 1914 erschienen in dieser Zeit- 
schrift!) zwei ausführliche Abhandlungen von Rohonyi, in denen dar- 
gelegt werden sollte, daß gerade die Systeme wässeriger Lösungen 
für die biologische Stromerzeugung maßgebend sind. Überraschend 
ist es, daß von den Arbeiten Du Bois- Reymonds und späterer Physio- 
logen keine Rede ist. Ausgangspunkt ist vielmehr die Planck sche 
Theorie, und unter Hinweis auf die bekannte Formel wird postuliert, 
daß, wenn gewisse Differenzen der Wanderungsgeschwindigkeit posi- 
tiver und negativer Ionen vorhanden wären, so wären auch zwischen 
wässerigen Lösungen hinreichend große Kräfte vorhanden. Anschließend 
werden Messungen von Flüssigkeitsketten beschrieben. Von anderer 
Seite darauf hingewiesen, daß diese Flüssigkeitsketten als physiologische 
Modelle unbrauchbar seien, erwidert Rohonyi?): „Hätte ich statt Milch- 
säure eine andere organische Säure mit größerem Molekulargewicht 
gewählt, so hätte ich die Größe des biologischen Konzentrationseffekts 
mit rein wässerigen Ketten offenbar genauer reproduzieren können. 
Ganz so hohe Werte wie bei pflanzlichen Objekten hätte ich aber wahr- 
scheinlich auch dann nicht erreicht, und. zwar aus einer Ursache, auf 
die ich im nächsten Punkt eingehen werde.“ 

Im nächsten „Punkt“ steht: ‚Könnte man mittels einer geeigneten 
technischen Einrichtung dafür sorgen, daß die gegenseitige Diffusion 
unmöglich und dadurch die Steilheit der ursprünglichen Konzen- 
trationsgefälle in den angrenzenden Lösungen aufrecht erhalten werde, 


1) 66, 231 u. 248. 
2) Diese Zeitschr. 180, 68, 1922. 
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dann müßten auch die rein wässerigen Ketten dieselbe Konstanz und 
Reversibilität wie physiologische Objekte aufweisen. Dann müßte 
auch die Größenordnung der elektromotorischen Kraft ... höher aus- 
fallen usw. usw. ...“ 

Die Abhandlung schließt mit den Worten: ‚Ich bin überzeugt, 
daß das weitere Studium der Niederschlagsmembrane unter den von 
mir im Jahre 1914 gegebenen Gesichtspunkten (hiernach sollen Mem- 
branen so wie reines Wasser wirken) es ist, welches zur endgültigen 
Lösung des bioelektrischen Problems berufen 18%.“ 

Einzig und allein der Umstand, daß derartige Publikationen 
möglich sind, rechtfertigt die Ausführlichkeit des oben gegebenen 
historischen Resümees. Den meisten Fachgenossen dürfte dies alles 
nicht neu sein. 

2. Da also rein wässerige Systeme das bioelektrische Problem 
nicht zu lösen gestatten, müssen wasserunmischbare Phasen mit im 
Spiele sein. Die Frage ist nun, welche wasserunmischbaren Phasen 
ев sind. An diesem Punkt ist man mit der Lösung des Problems lange 
Zeit nicht weiter gekommen. Vielfach wurden Spekulationen über 
erforderliche Eigenschaften der unbekannten wasserunmischbaren 
Substanzen angestellt; für die Elektrophysiologie hatte dies natürlich 
keinen wirklichen Nutzen. 

Die wirklichen Schwierigkeiten lagen in anderer Richtung; was 
empfindlich fehlte, war der Mangel einer exakten physiologischen 
Beobachtungsmethode. Stets war man gewöhnt, als verhältnismäßig 
einfachste elektrophysiologische Erscheinung den Verletzungsstrom an- 
zusehen. Tatsächlich ist dies ein viel zu kompliziertes und schlecht 
reproduzierbares Phänomen für den Anfang der Erforschung. Man 
muß den Hebel an anderer Stelle ansetzen und zunächst ein elektro- 
physiologisches Phänomen aufsuchen, welches exakt reproduzierbar 
ist und so einfach, daß es gründlich aufgeklärt werden kann. Eine 
solche Erscheinung ist der von Loeb und dem Verfasser 1912 zuerst 
beschriebene elektromotorische Konzentrationseffekt!);: man beob- 
achtet Systeme, wie z. B. 


— ш/10 NaCl (tierisches oder pflanzliches Organ) m/100 NaCl + 
(mit Pflanzenteilen erhält man besonders gut reproduzierbare Werte). 
Diese Beobachtungen lassen sich mit bekannten einfachen Sub- 
stanzen reproduzieren; beispielsweise hat die Kette 
— m/10 NaCl (Fettsäure + Phenol) m/100 NaCl + 


eine analoge elektromotorische Kraft wie erstgenannte. Die Ähnlich- 
keit besteht nicht allein in der Gleichheit von Größe und Richtung 


1) Diese Zeitschr. 41, 1, 1912. 
32* 
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der elektromotorischen Kraft beider Systeme, sondern auch in der 
Konstanz und Reversibilität, welche in beiden Fällen gleichermaßen 
beobachtet wird. (Unter Reversibilität ist hier gemeint, daß bei Aus- 
tausch einer der beiden Salzlösungen sich sofort eine neue elektro- 
motorische Kraft einstellt und, wenn man dann wieder die zuerst 
vorhandene Salzlösung heranbringt, sofort wieder die frühere Kraft 
beobachtet wird.) 

Einzelheiten über Ausführung solcher Messungen sind in der 
Schrift des Verfassers über ‚Entstehung elektrischer Ströme in lebenden 
Geweben und ihre künstliche Nachahmung“ (Stuttgart, Enke, 1920) 
zu finden. 

Mit einer Anzahl organischer Substanzen ist eine solche Nach- 
ahmung des biologischen Konzentrationseffekts möglich, jedoch nur 
mit Substanzen, die nicht völlig mit Wasser mischbar sind, außerdem 
sind saure Eigenschaften dazu nötig. Die Bedeutung solcher Ex- 
perimente liegt darin, daß sie die Nachahmung von Beobachtungen 
am biologischen Objekt fortzuführen gestatten bis in die feinsten 
Einzelheiten, und so zu einer Analyse der elektromotorischen Phäno- 
mene führen; unter anderem ist es durch systematische Weiterführung 
der Versuche möglich, über die Natur des Verletzungsstromes etwas 
auszusagen. Alle diese Einzelheiten gehen jedoch über den Rahmen 
dieser Abhandlung hinaus. Hier kommt es darauf an, festzustellen, 
daß rein wässerige Systeme ein total verschiedenes Verhalten zeigen. 
Es ist somit mit diesen Beobachtungen die Lücke geschlossen, die 
Du Bois- Reymond offengelassen hatte. Wir sind über die rein negative 
Feststellung, daß wässerige Flüssigkeiten allein es nicht tun, hinaus fort- 
geschritien und können jetzt zeigen, welche nieht wässerigen Komponenten 
des Gewebes an der Stromerzeugung beteiligt sind (unter anderem sicherlich 
Fettsäuren oder deren Ester). 

Alle diese Feststellungen sind unabhängig von jeder Art von 
physikalisch-chemischer Theorie oder Erklärung!), die man für die 
Kettensysteme mit wasserunmischbaren Substanzen aufstellt. Solche 
Erklärungen zu finden, ist eine weitere Aufgabe, die natürlich vom 
Standpunkt der physikalischen Chemie viel Interesse bietet. In der 
genannten Schrift des Verfassers findet man ausführliche experimentelle 
und rechnerische Darlegungen hierüber. Hier sei nur erwähnt, daß 
es zwei verschiedene Theorien gibt: die erste auf Grund der Phasen- 


1) Rohonyi schreibt: ‚Um die Identität der physiologischen Ströme 
mit den Strömen solcher Ketten (d. h. wasserunmischbare Substanz) ab- 
zuleiten, hatte Beutner folgende Annahmen nötig: ...‘‘ (Diese Zeitschr. 
66, 250, 1914.) Ein völliger Irrtum! Die genannte Ideniüät ist eine Tatsache, 
und zwar eine fundamentale! Keinerlei Theorie hat darauf irgend einen 
Einfluß. 
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gsrenztheorie von Haber, die zweite auf Grund unterschiedlicher Ionen- 
wanderungsgeschwindigkeit in der Membran gemäß Anschauungen, 
wie sie von М. Cremer zuerst entwickelt wurden. Die bisherigen Beob- 
achtungen weisen darauf hin, daß die erstere Theorie praktisch mehr 
Bedeutung als die zweite hat. 


3. Zur Aufklärung des elektromotorischen Verhaltens von Ge- 
weben hatten wir Systeme zum Vergleich herangezogen, in denen 
Schichten wasserunmischbarer Substanzen und wässeriger Lösungen 
zusammengefügt waren. In Geweben sind auch wasserunmischbare 
Schichten vorhanden, sie entstehen jedoch aus wässerigen Lösungen 
durch Niederschlagsbildung (Membrane). Da man bekanntlich auch 
Niederschlagsmembranen künstlich herstellen kann, ist es von Inter- 
esse, auch deren elektromotorisches Verhalten kennenzulernen und 
mit dem von Geweben zu vergleichen. Besonders ist es interessant, 
festzustellen, ob man damit auch einen Konzentrationseffekt von gleicher 
Größe, Richtung, Konstanz und Reversibilität wie bei lebendem Ge- 
webe feststellen kann. Dies ist in der Tat mit einer Kupferferrocyanid- 
membran möglich, wenn man gewisse Bedingungen einhält, wie sie 
in der Schrift des Verfassers beschrieben sind. 

Auch diese Art der künstlichen Nachahmung der biologischen 
Stromerzeugung ist eine Stütze für dieselben Tatsachen, die oben 
beschrieben wurden, ein positiver Beweis dafür, daß die nicht in Wasser 
auflösbaren Bestandteile des Gewebes mit wirksam sind (‚das halb- 
leitende Gerüst“ in der Terminologie von Du Bois-Reymond). Auch 
in diesem Falle hat die Analogie nichts zu tun mit irgendwelchen physi- 
kalisch-chemischen Theorien für Membranpotentiale. 

Von solchen Theorien ist neuerdings sehr vielfach die Rede ge- 
wesen; auch viele unsichere Hypothesen findet man in der Literatur. 
Die beste Membrantheorie ist zweifellos die von F. @. Donnan, welche 
durch ausgedehnte Experimentaluntersuchungen von J. Loeb neuer- 
dings gut bestätigt worden ist. Inwieweit diese Theorie zur Erklärung 
des Konzentrationseffekts beiträgt, wie ihn Verfasser zuerst. an Kupfer- 
ferroceyanidmembranen beobachtete, kann hier nicht erörtert werden. 

Im Zusammenhang hiermit muß noch auf die wenig begründete 
Membrantheorie Rohonyis eingegangen werden. In der genannten 
Abhandlung (aus dem Jahre 1914) will Rohonyi die Analogien folgender 
zwei Systeme bezüglich ihres elektromotorischen Verhaltens darlegen: 


— K,FeCy,-Lösung ` Membran | CuSO,-Lösung + etwa 0,09 Volt. 
a b 

— K,FeCy,-Lösung Wasser | CuSO,-Lösung + etwa 0,09 Volt. 
: а b 


[Die ‚ Membran“ kette (erstere) wird derart zusammengefügt, daß man 
K,FeCyę- und CuSO,-Lösung direkt aneinander grenzen läßt; an der 
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Grenzstelle beider Lösungen bildet sich dann die Membran ganz von 
selbst. Bei der Wasserkette (zweite Kette) wird zwischen die beiden 
Lösungen Wasser geschaltet, womit die Bildung einer Membran aus- 
geschlossen ist.] 

Aus dieser einen Analogie werden weitgehende Schlüsse gezogen 
über die Wirksamkeit der Membran auf Grund ihrer Elektrolytfreiheit?). 
Die Theorie von M. Cremer, welche denen von Rohonyi durchaus 
ähnlich sind (s. oben) und schon seit langem bekannt, werden nicht 
erwähnt. 

Diese Analogie der Wasser- und der Membrankette ist indes eine 
rein zufällige. Gerade bei denjenigen Erscheinungen, die für den Ver- 
gleich mit biologischen Beobachtungen wichtig sind, ist keinerlei 

Analogie vorhanden. Dies sind diejenigen Versuche, bei denen der 
 CuSO,-Lösung steigende Mengen KCl zugesetzt werden. Hiermit 
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läßt sich also der biologische Konzentrationseffekt nachahmen. Ұег- 

gleicht man die Messungen der Membranketten mit verschiedenem 

KClI-Gehalt in der CuSO,-Lösung, so ergibt sich die Existenz einer 

elektromotorischen Kraft für das System 

— konzentrierte KCl-Lösung | Membran | verdünnte KCl-Lösung + 
in CuSO, in CuSO, 


Wie oben gesagt, ist dieser Konzentrationseffekt mit der künst- 
lichen Membran in jeder Hinsicht dem biologischen ähnlich auch be- 





1) Rohonyi schreibt: ‚‚Die wichtigste Beschaffenheit der Plasmahaut 
in dieser von тит entworfenen Theorie des bioelektrischen Potentials ist ihre 
Elektrolytfreiheit. Sobald die Plasmahaut Ionen in beträchtlicher Menge 
enthält oder von der angrenzenden Salzlösung aufnimmt, muß das bio- 
elektrische Potential abnehmen usw.‘ (Diese Zeitschr. 66, 256.) 


| 
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züglich der Reversibilität, was das wichtigste ist. - Folgendes Beispiel 
sei hierfür zitiert!). Es wurde eine Membrankette gemessen: 

-+ m/40 K,Fe(CN', | Membran | m/40 CuSO, + m/20 Traubenzucker. 
(Die Zusammenstellung der Kette mit den ableitenden Elektroden 
ist aus der Abbildung ersichtlich.) (Der Zusatz des Traubenzuckers zur 
Cu SO,-Lösung hat nur den Zweck, den osmotischen Druck zu beiden 
Seiten der Membran konstant zu halten.) 

Hiermit wurde eine elektromotorische Kraft von 0,122 bis 0,123 Volt 
gemessen und 17 Minuten als unveränderlich beobachtet. Dann wurde 
statt der vorigen eine Lösung von m/40 CuSO, + m/40 КО an- 
gebracht, sofort sank die Kraft auf 0,020 bis 0,021 Volt (10 Minuten 
konstant). Durch Zusatz von isosmotischer Zuckerlösung wurde nun 
die KClI-Konzentration auf das Fünffache verdünnt; sofort stieg die 
Kraft auf 0,060 bis 0,062 Volt (3 Minuten konstant). Dann wurde 
nochmals fünffach verdünnt (auf m/1000 KCl), worauf die Kraft 
weiter bis auf 0,099 bis 0,097 Volt stieg. 

Bei Wiedererhöhen der KCl-Konzentration zeigte sich die Um- 
kehrbarkeit dieser Werte: 


KClI-Konzentration erhöht auf m/200. . . . . ... 0,062 Volt 
e e „ › №/40... . 0,019 bis 0,020 ,, 
Dann wieder Lösung ohne KOL .......... 0,126 ,, 


Die Konstanz und Reproduzierbarkeit der elektromotorischen 
Werte für jede KCl-Konzentration ist aus diesen Messungen deutlieh zu 
erkennen. Die geringen Schwankungen liegen durchaus innerhalb der 
Störungsgrenzen. Die Mittelwerte sind folgende: 


m/40 CuSO, + 0/40 КЦ... . . 0,020 Volt 
m/40 „ +m/20 „ ..... 0,061 ,, 
m/40 „ +m/1000 „ .....0,098 „ 


Für fünffache Verdünnung ändert sich also die elektromotorische 
Kraft um 0,041 Volt (1/ auf 1/0) bzw. um 0,037 Volt (1/29 auf 1/1000)- 
Die Größe dieser Änderung entspricht derjenigen, die sich aus der 
Nernstschen Formel berechnet: 0,058 lg 5 = 0,040 Volt. 

Die Rohonyische Wasserkette zeigt ein total verschiedenes Ver- 
halten. Eine Konstanz und Reversibilität, wie oben für die Membran- 
kette beschrieben, ist in diesem Falle nicht zu erwarten, da dies mit 
einer Flüssigkeitskette nie zu beobachten ist. ‚Könnte тап ... dafür 
sorgen, daß die gegenseitige Diffusion unmöglich gemacht werde, 
dann müßten auch die wässerigen Ketten dieselbe Konstanz und Re- 
versibilität aufweisen,“ wie Rohonyi schreibt (s. oben); da dies aber nicht 
geschehen kann, ao sind Membran und Wasserschicht nicht gleichwertig. 


1) Aus obengenannter Schrift des Verfassers. 
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Aber auch irgend еше elektromotorische Einwirkung von КС. 
Zusatz zur CuSO,-Lösung bei der Wasserkette, ähnlich demjenigen 
bei der Membrankette, fehlt durchaus. Durch einige neuerdings an- 
gestellte Versuche wurde dies пасһреуіевеп!). Die Wasser" Kette 
mit m/40 K,Fe(CN), und ш/10 CuSO, ergab nach diesen Messungen 
eine Kraft von nur 0,053 Volt (nach Rohonyis Messungen ist es 0,08 
bis 0,09 Volt). Doch ist diese Diskrepanz sehr leicht zu verstehen, 
wenn man bedenkt, daß solche elektromotorischen Kräfte nie genau 
definiert sind, indem z. B. die geringsten Verunreinigungen des destil- 
lierten Wassers (in der Mittelschicht) weitgehenden Einfluß auf die 
Kraft haben müssen (z. В. Spuren von H’-Ionen durch СО,). Bei 
Zusatz von КС1 zur CuSO,-Lösung blieb bei dieser Wasserkette die 
Kraft fast unverändert, wie die folgenden Zahlen zeigen: 


— m/lOK,FeCy, |Wasser | ш/10 Cu SO, (ohne КО) + 0,053 Volt 
— m/l10K,Fe(CN),| Wasser | т/20 КС + m/20 CuSO, + 0,052 ., 
— т/10К,Ее (СМ), | Wasser | m/1OOKC1+P/,omol.CuSO+ 0,050 , 
— т/10 К,Ее(С№), | Wasser | m/500 KC1+ 4 / 5% mol.CuSO, + 0,050 ,, 


Verglichen mit den Werten, die bei der Membrankette beobachtet 
werden, ist der Unterschied schlagend. Bei der Membrankette Änderung 
der Kraft gemäß der logarithmischen Nernstschen Formel wie an 
einer Metallelektrode, bei der Weasserschichtkette überhaupt kein 
Einfluß innerhalb der Fehlergrenzen; der Versuch wurde wiederholt, 
dabei wurde eine maximale irreversible Änderung von 0,005 Volt (statt 
wie oben 0,003 Volt) erzielt. Jedenfalls ist also die Wirkung nicht einmal 
der Größenordnung nach mit dem Konzentrationseffekt an einer 
Membran zu vergleichen. 

Daß also die Wasserschicht und die Membran bei der Strom- 
erzeugung sehr verschieden wirken, dürfte hiernach hinreichend deutlich 
sein. Dieser Unterschied ergibt sich auch aus Rohonyis eigenen Ver- 
suchen. Rohonyi zerlegt seine Wasserkette in folgende zwei Teilketten: 

— K,FeCy, | Wasser + 
und 
— Wasser ' CuSO; +. 

Jede dieser zwei Ketten hat etwa die halbe elektromotorische 

Kraft, wie die vollständige ‚Wasser‘ kette: К ‚FeCy, | War CusSO;: 
а 


deren Kraft also zu gleichen Teilen an den mit a und b bezeichneten 
Stellen lokalisiert ist. Durch KCl-Zusatz zur CuSO,-Lösung kann 
bestenfalls die Teilkraft b unterdrückt werden, also die Gesamtkraft 


1) Rohonyis Behauptung: „Eine weitere experimentelle Aufklärung 
ist ganz unnötig“ (diese Zeitschr. 130, 71) muß sehr entschieden abgewiesen 
werden. 
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der Kette von 0,1 auf 0,05 Volt sinken (KCl-Zusatz verringert er- 
fahrungsgemäß alle Diffusionspotentiale.. Auch dieser Einfluß, der 
de facto noch längst nicht erreicht wird, wäre noch viel zu klein; bei 
der Membrankette bringt KCl-Zusatz die Kraft von 0,12 auf 0,02 
[s. oben!)]. 


4. Schon Du Bois-Reymond wußte, daß Flüssigkeitsketten mit 
einer Wasserschicht hinreichend hohe elektromotorische Kräfte geben. 
Er sagt hierüber: „Halten wir uns an das Bekannte, so sind die ein- 
zigen Kombinationen, welche nicht durch ihre zu geringe Leistung 
ohne weiteres von der Mitbewerbung ausgeschlossen sind (abgesehen 
von den Schwefelleberketten ...) merkwürdigerweise nur solche, deren 
eines Glied destilliertes Wasser ausmacht‘‘?). Die Rohonyische Wasser- 
kette unterscheidet sich in nichts von einer jener alten Kombinationen 
Du Bois- Reymondse. 

Membranketten (mit Cu,FeCN,) wurden von Brünings untersucht 
und dabei schon deren elektromotorische Kraft von !/,, Volt [un- 
abhängig von der Konzentration des CuSO, und K,Fe(CN),] fest- 
gestellt). Einem Autor der letzten Zeit blieb es vorbehalten, auf 
Grund aller dieser bekannten Tatsachen Membran und Wasserschicht 
in ihrer Wirkung gleichzusetzen unter summarischer Anwendung der: 
komplizierten Planckschen Formel, die de facto nichts zur Förderung 
des Problems tun kann, und Verschweigung der Unstimmigkeiten, 
die sich bei genauer Beobachtung ergeben. 


Zusammenfassung. 


l. Seit Du Bois- Reymond weiß man, daß rein wässerige Flüssig- 
keitsketten kein hinreichendes Modell für die Kraftquelle biologischer 
Ströme abgeben. 


2. Die Berechnung der elektromotorischen Kraft von Flüssigkeits- 
ketten nach den Prinzipien der modernen physikalischen Chemie kann 
an dieser Tatsache nichts ändern. Auch hat diese theoretische Be- 
rechnung nicht zur Entdeckung höherer Kräfte bei Flüssigkeitsketten 
geleitet. Das elektrophysiologische Problem ist damit nicht gefördert 
worden. 


1) Rohonyi schreibt hierüber summarisch: ‚‚Jedes Diffusionspotential 
wird durch Zusatz von Alkalisalz vermindert.“ ‚‚Eine weitere experimen- 
telle Aufklärung ist ganz unnötig, da speziell durch Beutners Untersuchungen 
die Diffusionstheorie der Niederschlagsmembranen— wenn auch unab- 
sichtlich — die vielleicht noch fehlenden Stützpunkte gewann.‘ Zahlen- 
angaben fehlen völlig. 

2) Arch. f. Anat. 1867. 

3) Pflügers Arch. 117, 409, 1907. 
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| 3. Die Konzentrationsveränderlichkeit der elektromotorischen 

Kraft, wie sie bei gewissen biologischen Objekten beobachtet wird, 
läßt sich mit geeigneten wasserunmischbaren Substanzen nachahmen, 
nämlich mit organischen Flüssigkeiten (Phenole, Aldehyde usw. mit 
sauren Eigenschaften) und mit gewissen Niederschlagsmembranen, 
wässerige Lösungen dagegen zeigen ein total verschiedenes Verhalten. 

4. Eine Analogie im elektromotorischen Verhalten von Wasser- 
schicht und Niederschlagsmembran (wie von Rohonyi behauptet) 
besteht nicht, sofern man nur einigermaßen quantitative Beobachtungen 
betreffend Konzentrationswirkung heranzieht. 

Aus allem folgt: Ohne Berücksichtigung der Wirkung nicht 
wässeriger Schichten ist das elektromotorische Verhalten der Gewebe 
nicht zu erklären. Zwischen nicht wässerigen und rein wässerigen 
Schichten lassen sich prinzipielle Unterschiede im elektromotorischen 
Verhalten nachweisen. 


Zur Frage 
der Wechselbeziehungen zwischen innerer and äußerer Sekretion. 


II. Mitteilung. 


Über den Einfluß einiger Hormone und proteinogener Amine 
auf die Galleabsonderungsfählgkelit der Leber. 


Von ° 


D. Alpern (Charkoff). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität zu Berlin.) 


(Eingegangen am 4. März 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In meiner ersten Mitteilung!) über die Einwirkung einiger Sekrete 
endokriner Drüsen auf die Magensekretion hatte ich folgende allgemeine 
Sätze bezüglich des von Adrenalin und Pituitrin ausgeübten Einflusses 
aufgestellt: 

Adrenalin in einer Dosis von 0,02 bis 0,l cem (1:1000) pro 
Kilogramm Gewicht, einem ösophagotomierten Hunde mit Magenfistel 
intravenös eingespritzt (sowohl vor, wie während der Scheinernährung), 
übt auf die sekretorische Fähigkeit der Magendrüsen eine hemmende 
Wirkung aus. Eine derartige Wirkung des Adrenalins ist aber nur zeit- 
weilig, sie findet nur in den ersten 5 bis 10 Minuten nach der Injektion 
statt und ist offensichtlich rein gefäßlichen Ursprungs. Was Pituitrin an- 
belangt, so ruft eine Einspritzung (mit Vorliebe intravenös) in Dosen - 
von 0,025 bis 0,075 pro Kilogramm Gewicht eine merkliche Hemmung 
der Magensekretion hervor, wobei letztere manchmal ganze 4 Tage 
nach der Injektion andauert, und erst zum Schluß dieser Frist wird 
die Norm allmählich erreicht. Die Säurehaltigkeit und das Verdauungs- 
vermögen des Magensaftes sind dabei etwas herabgesetzt. Noch be- 
zeichnender für die Wirkung des Pituitrins (des Extraktes aus allein 
dem mittleren Teile der Hypophyse) ist dessen stark erregender Ein- 
fluß auf die Peristaltik der Dünndärme, die aber wahrscheinlich in einer 


ху Diese Zeitschr. 1923. 
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der üblichen entgegengesetzten Richtung stattfindet und jedenfalls den 
Einwurf von Galle in den Magen nach der Injektion zur Folge hat. 
Pituitrin unterbricht die Wirkung von Pilokarpin, welches die Enden 
der Nervi vagi reizt. | 

Vorliegende Untersuchung bezweckt einerseits die Aufdeckung des 
Charakters des Einflusses, welcher durch Thyroidin und Pituitrin auf 
die sekretorische Tätigkeit der Leber ausgeübt wird, wodurch einiges 
Licht auf das Wesen der Wechselbeziehungen zwischen den Organen 
innerer Sekretion und der äußeren Sekretion fallen könnte; anderer- 
seits aber sollen diese Wirkungen mit: denen einiger biogener Amine, 
wie Histamin und Thyramin, verglichen werden, und zwar im Anschluß 
an das neuerdings aufgestellte Problem über die Verwandtschaft 
zwischen Inkreten und Aminen. Ез ist allerdings bereits früher bekannt 
gewesen, daß Adrenalin zu den Aminen zugerechnet werden kann, da 
es eigentlich bisher das einzige Inkret ist, dessen chemischer Aufbau 
einwandfrei festgestellt worden ist. 

Abel und Kubota haben das Vorhandensein von Histamin in der 
Hypophyse festgestellt und sind der Meinung, daB gerade in ihm das 
aktive Element dieser Drüsen liegt. Auch eine ganze Reihe anderer 
moderner Forscher ist bestrebt, das Wesen der endokrinen Wirkung 
auf die Wirkung der sogenannten proteinogenen Amine zurückzuführen, 
deren Vorhandensein in diesen Organen festgestellt ist oder angenommen 
wird. So 2. В. haben Romeis, Abelin, Abderhalden u. a. mehr bei ihren 
Versuchen über die Entwicklung von Kaulquappen unter dem Einfluß 
von Thyroidin einerseits, welches die Entwicklung fördert, aber das 
Wachstum hindert, und von Thyramin oder p-Oxy-phenyläthylamin 
andererseits, in der genannten Hinsicht keinen Unterschied zwischen 
den behandelten Individuen beobachten können. Die gleiche Ähnlich- 
keit ist auch in bezug auf den Einfluß der beiden. Arten von Präparaten 
auf die Herztätigkeit, den Gaswechsel und den Stoffwechsel überhaupt 
festgestellt worden. Auf Grund einer Reihe von rein biologischen 
Ähnlichkeiten im Einfluß von Inkreten und Aminen auf diese oder 
jene Funktion des tierischen Organismus halten es die oben erwähnten 
` Autoren für möglich, anzunehmen, daß die aktiven ‚Hormone‘ der 
endokrinen Drüsen (der Schilddrüse und der Hypophyse) gerade 
'[hyramin und Histamin oder wenigstens deren Derivate sind. Auf 
diese Weise suchen moderne Forscher die Frage des chemischen Baues 
der Inkrete durch Vergleichen von dem physiologischen oder biolo- 
gischen Effekt bei Einwirkung von Extrakten aus den endokrinen 
Drüsen mit dem Effekt, der durch eine Gruppe von bestimmten protei- 
nogenen Aminen hervorgerufen wird, zu lösen. 


Die Versuche des Verfassers wurden an zwei Hunden mit Gallenblasen- 
fistel bei Durchschneidung des Ductus choledochus vorgenommen. Die 
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Versuche wurden im nüchternen Zustande der Hunde vorgenommen. Vor 
der Beobachtung der Wirkung von diesen oder jenen Stoffen wurde die 
Normalsekretion der Leber bei den Versuchstieren unter einem streng 
durchgeführten Nahrungsregime (Pferdefleisch) festgestellt; trotzdem war 
natürlich das Quantum der nüchtern ausgeschiedenen Galle an den ver- 
schiedenen Tagen etwas verschieden. Daher wurde immer die Durch- 
schnittskurve der Gallenabsonderung für jeden Hund in Betracht gezogen. 

Der Versuch gestaltete sich dann folgendermaßen. Am Vortage hatte 
das Tier abends die Fleischmahlzeit erhalten. Am Versuchstage wurde 
die im nüchternen Zustande zur Abscheidung kommende Galle von 10 zu 
10 Minuten gemessen. Nun wurde in einem bestimmten Augenblick die 
zu prüfende Substanz subkutan oder intravenös injiziert. Die abfließende 
Galle wurde weiter von 10 zu 10 Minuten noch etwa 3 Stunden lang ge- 
messen, um die Tiere nicht zu überanstrengen und die Wirkung doch fest- 
stellen zu können; diese Zeitspanne erwies sich als genügend, übrigens 
dauerte die Prozedur manchmal auch 6 Stunden. Die zu erforschenden 
Stoffe waren: Histamin oder A-Imidosalyläthylaminchlorhydrat in einer 
1: 1000 Lösung (,imido‘ Grenzach); Thyramin oder Paraoxyphenyläthyl- 
aminchlorhydrat (in Kristallen); Tenosin (Bayer), d.h. eine Mischung 
des ersten und des zweiten in einer Zuckerlösung; Thyroidin-Thyreoglandol, 
d. h. ein eiweißloser Extrakt aus der Schilddrüse (Grenzach), welcher bei 
Versuchen mit Kaulquappen das Goudernatschsche Phänomen ergaben 
(Romeis); und schließlich Präparate aus dem mittleren und hinteren Teile 
der Hypophyse: Pituiglandol (Roche), Physormon (Queisser) und Hypo- 
physin (Höchst). 


‚In bezug auf deren Einwirkung auf sonstige Lebensprozesse waren 
Histamin und Thyramin bereits früher untersucht worden. Im hiesigen 
Laboratorium waren Beobachtungen unternommen worden (van Eweyk 
und Tennenbaum), den Gang der Magensekretion bei Hunden mit 
dem Pawloffschen Ventriculus unter dem Einfluß subkutaner Injek- 
tionen von Histamin und Thyramin betreffend. Diese Beobachtungen 
erwiesen, daß Histamininjektionen in Dosen von 1, bis 2mg einen 
stark fördernden Einfluß auf die Magensekretion eines nüchternen 
Hundes ausüben. Dale und Laidlaw hatten bereits früher nachgewiesen, 
daß Histamin die glatten Muskeln stark zu erregen vermag unter 
Steigerung von deren Tonus, und diese Autoren wiesen auch auf die 
Identität dieses Stoffes mit dem Vasodilatin von Poptelski hin: die An- 
gaben über die Wirkung dieses Amins auf den Blutdruck scheinen 
darauf hinzuweisen, obwohl eine vollständige Meinungsübereinstimmung 
der Autoren in dieser Hinsicht nicht erzielt worden ist. Beachtens- 
wert sind die Versuche von Beresin, welcher eine Einengung der Kiemen- 
gefäße unter dem Einfluß von Histamin beobachtete. Es muß über- 
haupt bemerkt werden, daß laut vorhandener Angaben (Ackermann 
und Kutscher, Berger und Dale, Krawkoff) die Wirkung von Histamin 
auf Herz, Gefäße, Uterus und sonstige isolierte Organe durch Ein- 
führung von einer 1:250Mill. Lösung festgestellt werden kann. 
Unter dem Einfluß von Histamin wird die Pankreassekretion gesteigert, 
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Atropin erhöht diese Wirkung noch ganz beträchtlich. Thyramin ist 
auch mit genügender Vollständigkeit untersucht worden: die Magen- 
sekretion erregt es zwar nicht, steigert aber den Gaswechsel sowie 
den Stoffwechsel überhaupt ganz beträchtlich. 

Außer den oben angeführten Versuchen mit Kaulquappen, welche 
den Beweis der Identität des Thyramins mit dem Inkret der Schild- 
drüse bezwecken, soll auch auf die Forschungen von Kendal hin- 
gewiesen werden, welcher als das aktive Hormon der Glandula thyroi- 
dea das Thyroxin hält. 

Unter den Präparaten der Schilddrüse sind wir beim Thyreo- 
glandol verblieben, weil dieser Stoff die Fähigkeit besitzt, an Kaul- 
quappen das Goudertschsche Phänomen hervorzurufen, und dabei keine 
Eiweiße enthält, und somit in seiner Wirkung von der Beimengung einer 
Eiweißwirkung völlig frei ist. 

Auf Grund der über seine Versuche aufgenommenen Protokolle 
darf Verfasser folgendes in allgemeinen Zügen behaupten: 

Histamin, in Dosen von 0,00005 bis 0,0002 pro Kilogramm Gewicht 
verabreicht, wird von Tieren ohne irgendwelche nach außen tretende 
Merkmale seiner Wirkung auf den Organismus sehr gut vertragen. 
5 bis 7 bis 10 Minuten nach der subkutanen Injektion fängt die Gallen- 
absonderung an, sich etwas zu steigern, wobei der Grad der Erhöhung 
der Lebersekretion im direkten Verhältnis zu der Höhe der verab- 

reichten Dosis (in den oben erwähnten Grenzen) steht. So z. B. ruft 
eine subkutane Injektion von 0,0001 bis 0,00015 pro Kilogramm Ge- 
wicht (Abb. 1) eine Erhöhung der Gallenabsonderungskurve hervor, 
welche die Normalsekretion um ein Zwei- bis Vierfaches übersteigt; 
diese Steigerung ist gewöhnlich während der ersten Stunde nach der 
Injektion besonders stark bemerkbar, später läßt sie nach, ist jedoch 
während ungefähr einer weiteren Stunde zu beobachten. Unter den 
Nebenerscheinungen ist besonders eine gewisse Verlangsamung der 
Herztätigkeit zu verzeichnen, welche übrigens nicht ständig deutlich 
zum Ausdruck kommt (anstatt 78 Schlägen 54 bis 66 pro Minute). 
Es soll außerdem darauf hingewiesen werden, daß das zweite unserer 
Versuchstiere in bezug auf die Steigerung der Gallenabsonderung 
unter der Histamineinwirkung in gleichen Dosen verabreicht, viel 
stärker reagierte als das erste; auch bei ein und demselben Tiere sind 
manchmal unter den gleichen Bedingungen Wirkungen ganz ver- 
schiedener Intensität zu erzielen. 

Thyramin in Dosen bis 0,03 pro Kilogramm Gewicht verabreicht, 
übt auf den Gang der Gallenabsonderung eine weniger bemerkbare 
Wirkung aus. Bei Dosen von 0,01 bis 0,15 pro Kilogramm (subkutan) 
(Abb. 1) tritt eine deutliche Hintanhaltung ein, aber erstens tritt sie 
langsamer als die Wirkung von Histamin ein (nach 10 Minuten und 
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sogar später), und zweitens ist sie verhältnismäßig schwach ausgedrückt 
(anstatt 1,5 ccm wird im Laufe von 10 Minuten 0,8ccm Galle aus- 
geschieden; anstatt 2,5 bis 1). Außerdem hält die Herabsetzung weniger 
lange an und 40 bis 50 Minuten nach der Injektion ist diese Wirkung 
ganz vorbei. Unter den Begleiterscheinungen ist eine gewisse Unruhe 
und eine ziemlich heftige Beschleunigung der Herzschläge (anstatt 
78 Schlägen bis 120 und noch mehr, je nach der Dosis) zu verzeichnen. 
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Abb. 1. 

Bei Verabreichung von Tenosin, welches eine Mischung von Histamin 
und Thyramin darstellt, ist ein Effekt nur seitens des Histamins zu 
bemerken (Gallenabsonderung fast verdoppelt), die Wirkung selber 
tritt später als bei Histamin allein ein (erst nach 20 bis 30 Minuten) 
und hält auch weniger lange an. Auf diese Weise scheint im Tenosin 
das Thyramin die Wirkungsstärke des Histamins herabzusetzen. Ver- 
fasser hat auch Versuche anderer Art unternommen. Es wurde nämlich 
erst Histamin injiziert, und erst in dem Augenblick, wo dessen Wirkung 
zum Vorschein kam, Thyramin. Wie aus einem der hier angeführten 
Versuche hervorgeht, ist Thyramin in Dosis 0,01 (und höher) nicht 
imstande, die Wirkung von Histamin, in Dosen von 0,0001 pro Kilo- 
gramm verabreicht, zu unterbrechen, und die Steigerung der Histamin- 
kurve geht in üblicher Weise weiter. 

Was Thyreoglandol anbetrifft, so muß bemerkt werden, daß 
dessen Wirkung auf die Gallenabsonderung keineswegs deutlich zum 
Vorschein kommt: in bezug auf die quantitative Seite der Gallen- 
sekretion können immer unbedeutende Schwankungen in beiden Rich- 
tungen eintreten. Es ist anzunehmen, daß dabei vieles von der rein 
individuellen Art der Reaktion auf die Hormone der Schilddrüse ab- 
hängig ist, welche von verschiedenen Organismen (in verschiedenen 
. Perioden und unter verschiedenen Bedingungen der Lebensvorgänge 
bei dem gleichen Organismus) je nach deren sympathico- und vago- 
tropen Eigenheiten zur Schau getragen wird, da, wie bekannt, die 
Schilddrüse durch ihre Inkrete auf beide Systeme wirkt. 
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Betreffs Pituitrin soll hervorgehoben werden, daß die maximale 
Wirkung bei intravenösen Injektionen in Dosen von 0,05 bis 0,1 pro 
Kilogramm Gewicht eintritt, und daß dabei eine gewisse Hintanhaltung 
der Gallensekretion stattfindet. Die größte Wirkung wurde in dieser 
Hinsicht vom Pituiglandol Roche ausgeübt, d. h. durch den eiweiß- 
losen Extrakt aus dem hinteren und mittleren Teil der Hypophyse. 
Bei subkutaner Einführung von Pituitrin ist dessen Einwirkung auf 
die Gallenabsonderung kaum bemerkbar. Dabei ist es aber notwendig, 
darauf hinzuweisen, daß die unter dem Einfluß von Pituitrin eintretende 
Hintanhaltung viel schwächer ausgedrückt ist als diejenige, welche 
Verfasser früher bei der Magensekretion zu beobachten Gelegenheit hatte; 
außerdem tritt diese Hintanhaltung erst 10 bis 20 Minuten sogar nach 
intravenöser Injektion ein. Daraus ergibt sich die notwendige und 
grundlegende Forderung, daß der von uns früher beobachtete starke 
Einwurf von Galle aus dem Duodenum in den Magen, der auf Pituitrin- 
einnahme folgte, ausschließlich unter dem Einfluß dieses Stoffes auf 
die motorische Funktion der Därme (umgekehrte Peristaltik) statt- 
fand, und keinesfalls unter demjenigen von heftigen Störungen im 
Gange der Gallenabsonderung selber. 

Um einigermaßen den Mechanismus der Wirkung des Histamins, 
welches sich in bezug auf die. Tätigkeit der Leber am deutlichsten 
ausgeprägt hatte, aufzuklären, unternahm Verfasser weitere Versuche 
über die kombinierte Wirkung von diesem Amin mit Atropin zusammen. 
Es soll überhaupt hervorgehoben werden, daß die Frage über die 
Leberinnervation im allgemeinen und über die Abhängigkeit der Gallen- 
absonderung von dieser Innervation fast gar nicht untersucht worden 
ist. So z. B. verneint Heidenhain jegliche Wirkung des Nervensystems 
auf die Gallenabsonderung oder gibt höchstens die Möglichkeit einer 
automatischen Nervenregulierung zu. Eiger will dagegen eine Steigerung 
der Lebersekretion bei intrathorakaler Reizung des Nervus vagus 
bei einem Hunde festgestellt haben. Bei Kaninchen mit einer zeit- 
weiligen Fistel der Gallenblase hat Neubauer die Beobachtung gemacht, 
daß Pilokarpin im großen ganzen auf den Gang der Gallensekretion, 
sowohl qualitativ wie quantitativ, nur wenig einwirkt. Atropin übt 
gar keine Wirkung aus, Adrenalin dagegen erhöht die Sekretion. Es 
ist jedoch anzunehmen, daß das völlige Fehlen jeglichen Effekts von 
Atropin bei Kaninchen eher durch deren große Widerstandsfähigkeit 
gegen diesen Stoff erklärt werden könnte: Atropin äußert bei weitem 
nicht immer seine Wirkung auf die Herztätigkeit in situ bei Kaninchen. 
Bei Hunden, welchen Dosen von 0,001 g Atropin pro Kilogramm 
‚ Gewicht, also sehr große Mengen, eingespritzt werden, kann eine merk- 
liche Hintanhaltung der Gallenabsonderung (manchmal bis zum voll- 
ständigen Aufhören derselben) beobachtet werden, sowohl wie andere 
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bei Anwendung dieses Alkaloids üblichen Erscheinungen: Pupillen- 
erweiterung, starkes Herzklopfen, Unruhe usw. 

Es hat sich erwiesen (Abb. 2), daß, falls einem Hunde mit Gallen- 
fistel Atropin in Dosis 0,001 pro Kilogramm eingeführt wird, ein fast 
völliges Aufhören der Gallenabsonderung eintritt, und daß eine darauf 
folgende Einführung von Histamin (und zwar in einer Dosis, bei 
welcher seine Wirkung am deutlichsten sich zu äußern pflegt: 0,0001 bis 
0,00015 pro Kilogramm) die Gallenabsonderung während der nächsten 
zwei Beobachtungsstunden fast gar nicht erhöht. Bei Führung des 
Versuches in umgekehrter Richtung lassen sich dieselben Ergebnisse 
erzielen. 
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Abb. 2. 


Falls zuerst in einer der oben erwähnten Dosen Histamin ein- 
geführt wird, tritt in Bälde eine starke Steigerung der Gallenabsonderung 
ein, aber nach einer darauffolgenden Atropininjektion verschwindet 
diese Wirkung, wenn auch nicht sofort. Auf diese Weise verschwindet 
unter dem Einfluß von Atropin die durch Histamin hervorgerufene 
Steigerung der Gallensekretion. Darf, wenn Atropin ein vagolähmendes 
Gift ist, auf Grund der vorgebrachten Tatsachen behauptet werden, 
daß Histamin ein vagoerregendes Amin sei? Auf Grund unserer Ver- 
suche wäre es schwer, diese Frage zu beantworten. Es soll aber nicht 
außer acht gelassen werden, daß erstens eine Wirkung der Injektion 
von einem der von uns untersuchten Stoffe (falls eine solche Wirkung 
überhaupt eintritt) nicht sofort einzutreten pflegt, ähnlich, wie wir 
es früher in bezug auf die Magensekretion haben feststellen können, und 
daß zweitens die galleabsondernde Arbeit der Leber von der sekre- 
torischen Arbeit des Magens und von dem Eindringen der Nahrung 
in das Duodenum abhängig ist (Schule Pawloff). Daraus ergibt sich 
die Annahme, daß außer dem direkten Einfluß der durchs Blut eingeführten 
Stoffe auf die Leberzellen auch die Rückwirkung von dem Einfluß dieser 
Stoffe auf die Magensekretion und auf sekundäre Weise auf die Gallen- 
bildung in Betracht gezogen werden muß. Was andererseits die von 
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uns zu Anfang vorliegender Abhandlung aufgestellte Frage über die 
Identität der Schilddrüsen- und Hypophyseninkrete mit Thyramin 
und Histamin betrifft, so divergieren in bezug auf die Stärke und den 
Charakter der Einwirkung beider Arten von Stoffen auf die Gallen- 
absonderung unsere Versuche im Prinzip nicht von dem Standpunkt, 
nach dem Inkrete aminer Natur sein können; insbesondere aber ergibt 
in bezug auf die quantitative Seite der Gallenausscheidung Histamin 
eine Wirkung, welche der vom Pituitrin ausgeübten entgegengesetzt 
ist (ähnlich wie in bezug auf die sekretorische Tätigkeit des Magens), 
Thyramin und Thyroidin, vor allem letzteres, äußern sich in der ge- 
nannten Hinsicht so schwach, daß von Anerkennung oder Verneinung 
ihrer Identität kaum die Rede sein kann. 


Im großen und ganzen sind die vom Verfasser gezogenen Grund- 
schlüsse die folgenden: 

1? Histamin steigert die Gallenabsonderung ganz deutlich. 

2. Pituitrin hält die gallenbildende Tätigkeit der Leber zwar 
zurück, jedoch nicht in starkem Maße. 

3. Thyramin hält die Gallenabsonderung zurück. 

4. Die Wirkung von Tenosin ist in allem mit derjenigen von 
Histamin gleich. | 

5. Thyroidin macht sich nicht bemerkbar in der Gallenabsonderung. 

6. Atropin unterbricht die Wirkung von Histamin auf die Gallen- 
bildung und lähmt auch allein in sehr großen Dosen die Gallen- 
absonderung. 
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Tabelle I. Hunde 1 und 2. 
Subkutane Histamininjektion. 
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| Bei Hund Nr. 1 Bei Hund Nr. 2 
Gang d. Gallen; 
Г ad a bei Fleisch. 0,0001 pro kg «Бабаево 0,00015 pro kg 
ba? F Sg ernährung nüchtern nüchtern nüchtern 
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11) ` 4 1,5 5 2,0 
2 | 3 | 32) | 1,5 2 1,5 
3 ` 3 | 4 | 1,5 2,5 153) 
4 | 4 | 4 1,5 2) 1,5 5 
5 | 2,5 4. 2 1,5 4 
6 2,5 3 2,5 1,5 4 
7 3 2,5 2,5 | 2 2 
8 | 2 `2,5 3 1,5 2 
9 | Б; 2 3,25 1,5 2 
10 2 2 | 3 1,5 3 
11 3 2 2 | 1,5 2 
12 2 2 2 | 1 1,5 
3 St. 13,5 12,0 10,0 10 10 
45-4 | 35,0 35,0 23,0 — — 
Tabelle II. Hunde 1 und 2. 
Subkutane Injektionen von Thyramin und Tenosin. 
| | | Hund Nr. 2 
I Hund Nr. 1 Hund Nr. 2 Hund Nr. 1 Histamin 
Zeit , ramin ramin Tenosin | Dosis 0,0001 
| osis osis Dosis und Tbyramin 
' 0,01 pro kg 0,015 pro kg. 0,1 pro kg Dosis 
| 0,01 pro kg 
у | 15 | 7 | 1,5 2 
2 | 1,5 | 2,5 | 1,5 2 
3 | 1,53) | 2,5 | 1,5 2 
4 | 1,5 2,53) 1,5 3) 2 
5 | 1 2 | 1 24) 
6 j 2 1 | 1 2 
7 | 1 1 | 2 | 4 
8 | 0 1 2 , 35) 
9 | 0,8 1 4 | 4 
10 | 0 1 2,5 | 5 
11 | 1 1 2 4 
12 | 1 | 2 1 | 3 
3 St. | 3 | 4 | 3 8,5 





1) 1, 2, 3..: 10 Minuten-Intervalle. 

2) Injektionsmoment der angegebenen Dosis Histamin. 

3) Moment der Injektion. 

*) Histamininjektion. 

5) Thyramininjektion. Nach der Histamininjektion beträgt die Zahl 
der Herzschläge 66 statt 78. 10 Minuten nach der 'Thyramininjektion 
sind ee 96. 
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Tabelle III. Tabelle IV. 
Subkutane Thyreoglandolinjektion. Intravenöse Hypophysininjektion. 




































SS o 8 EA es 
298 236 22 | 242 | 28 
228 225 Zeit | GES SE 86 
38 S 2 Ee CW 5 8 
3 9 1?) | 2 | 1,5, 
2 23) 2 2, 18 ) 
23) 2 d 2?) 
3 9 4 2 1 
3 д, 5 1 1 
о E 
3 2 у Ы 
2 2 8 | 2,5 | 1,5 
1 2 9 | 15 11 
1 9 10 2 ‚1 
2 2 11 | 1 1 
2 о 12 1 [1 
3 St. | 8 6 
Tabelle У. 
Subkutane Injektion von Histamin und Atropin. 
Hund Nr. 2 Hund Nr. 2 
Zeit Atropin und Histamin und 
Histamin Atropin 
2 | 2 
27) 29) 
0,28) 610) 
1 2 
1 1 
0,5 1 
0 | 1 
0,5 0 
0,5 | 0,5 
0,5 0,5 
0,5 | 0,5 





1) 1,2, 3..: 10 Minuten-Intervalle. 

*) Moment der Thyreoglandolinjektion. 

3) Pituiglandol. 

t) Hypophysin Höchst. 

5) Physormon. 

6) Intervalle wie früher. 

7) Atropininjektion, Dosis 0,001 pro Kilogramm in der 21. Minute. 
Puls 180 Schläge. 

8) Histamininjektion, Dosis 0,0001 pro Kilogramm in der 41. Minute. 
Die Anzahl der Herzschläge nach 20 bis 40 Minuten übersteigt 180 Schläge. 

9) Histamin, Dosis 0,0001 pro Kilogramm in der 21. Minute, 

10) Atropin, Dosis 0,001 pro Kilogramm in der 31. Minute. 


Die polarimetrische Bestimmung der sauren 
und basischen Gruppen verschiedenartiger Verbindungen. 


I. Mitteilung. 
Die Bestimmung basischer Gruppen. 


Von 


J. Groot. 


(Aus dem Laboratorium für Chemische Technologie der Technischen 
Hochschule Delft.) 


(Eingegangen ат 5. März 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Die Bestimmung der Base- und Säureeigenschaften verschie- 
dener Stoffe mittels einer Polarisationsmethode ist von Н. I. Waterman 
seit 1917 beschrieben worden!). Aus den dahinzielenden Artikeln 
wird man herauslesen, daß es immer die Absicht war, festzustellen, 
inwiefern Stoffe sauren oder basischen Charakters imstande seien, eine 
starke Base bzw. Säure zu binden. Aus diesen Untersuchungen wurde 
der Einfluß gewisser Verbindungen während verschiedener Vorgänge 
klargelegt?). 

Um die Säureeigenschaften zu bestimmen, wurde die von der 
Verbindung auf die Glykoserotationsänderung in verdünnter Lauge 
ausgeübte hemmende Wirkung verfolgt, während die basischen 
Gruppen dadurch bestimmt wurden, daß die Hemmung der Inversion 
von Rohrzucker in salzsaurer Lösung gemessen wurde. Falls man 
keine gewöhnliche Titration anwenden kann, stehen für die Fest- 
stellung der Valenz derjenigen Stoffe, die saure oder basische Gruppen 
aufweisen, im allgemeinen zwei Methoden zur Verfügung. Mittels 
einer elektrometrischen Titration ausgeführte Messungen führen be- 
kanntlich zu einer befriedigenden Genauigkeit. 


1) Die Bibliographie findet sich im Recueil des trav. chim. des 
Pays-Bas 89, 573, 1920. 

2) Н. I. Waterman und J. W. Г. van Ligten, Chem. Weekblad 17, 
559, 1920; J. W. L. van Ligten, Archief van de Suikerind. in Ned. Indie 
1921 I, 356. ' 
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I. M. Kolthoff bevorzugt еше Leitfähigkeitetitration vor der An- 
wendung der Polarisationsmethodet). 

Die hier folgende Beschreibung, welche von der Bestimmung 
basischer Valenzen einer Verbindung handelt, soll zeigen, daß man 
beim Befolgen der Polarisationsmethode der Genauigkeit der Leit- 
fähigkeitstitration gleichkommt. Der Verfasser hat neuerdings die 
Ausführungsweise der Polarisstionsmethode dermaßen abgeändert. 
daß sie bequemer angewendet werden kann. Wenn nur ein Sacchari- 
meter oder ein Polarimeter zur Verfügung steht, können die Valenz- 
bestimmungen mit einfachem Hilfsmaterial vorgenommen werden. 

2. Beim Befolgen der früheren Arbeitemethode machte sich das 
Bedenken geltend, daß man Überflüssiges zu verrichten hatte. Waren 
doch in jeder Untersuchungsreihe mehrere Lösungen (meistens zehn) 
und gleich viele Polarisationsröhren erforderlich, während bloß einzelne 
(meistens zwei) Bestimmungen gemacht wurden. | 

So wurden jedesmal 50 ccm einer Rohrzuckerlösung, welche 260 р 
Zucker im Liter enthielt, der Reihe nach 

0, 1, 2, 3, 5, 5*, 5*, 5 
ccm 1,017 normale Salzsäure zugegeben. 


Das Zeichen * bei der Zahl 5 deutet dahin, daß außer der Salzsäure 
zugleich 2 Millimol Benzidin bzw. 3 Millimol Dimethylanilin hinzugefügt 
waren. Bei allen Lösungen wurde das Volumen mit destilliertem Wasser 
auf 100 ccm gebracht. Man invertierte bei 35°C. 

Die beobachteten Rotationen waren (in Grad Veniske): 














Nach etwa: | | | | ү | 
2 Stunden. . . +49,3 + 46,7 + 44,1.-+ 41,5 + 36,7 + 46,4|4 48,8| 36,7 
33). ; rn +49,3 + 44,6 + 40.214 37,54 28,2: + 441+ 89,6|-- 28,2 


Hieraus ging also hervor, daß die Lösungen mit 5* ccm Salzsäure sich 
wie solche benahmen, denen 1,11 bzw. 2,11 ccm Salzsäure zugegeben würde. 
Also: 2Millimol Benzidin hatte 3,89 x 1,017 = 3,96 Millimol НСІ, und 
3 Millimol Dimethylanilin 2,89 x 1,017 = 2,94 Millimol НС! gebunden. 


Die Berechnungsweise für sich verursacht keinen großen Fehler, 
während die vielfordernde Manipulation und die Temperaturschwankun- 
gen beim Ablesen der Rotation zu unregelmäßigen Ergebnissen Ver- 
anlassung geben. Deshalb werden betreffende Bestimmungen zurzeit 
in folgender Weise ausgeführt. 


Die Skala der Vergleichslösungen ist ein für allemal festgestellt 
worden. Sie ist aber keine Skala für Rotationszahlen, sondern die 
Geschwindigkeitskonstanten der Inversion sind in einer bestimmten 
Zuckerlösung unter der Wirkung verschiedener Mengen Salzsäure fest- 


1) Г. М. Kolthoff, Chem. Weekblad 15, 893, 1918; Rec. des Travaux 
Chimiques des Pays-Bas 89, 672ff., 1920. 
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gesetzt. Dies fand statt bei einer bestimmten Temperatur, nämlich 
25,240 С. | 

Bei derselben Temperatur und für dieselbe Zuckerkonzentration 
mißt man die Inversionskonstante, die zu einer Mischung einer be- 
stimmten Menge Salzsäure und des zu untersuchenden Stoffes gehört. 
Letzter Stoff muß nachweislich in weniger als in der äquivalenten 
Menge anwesend sein. 

Aus dem Zusammenhange zwischen der Inversionskonstante und 
der Menge wirksamer Salzsäure läßt sich das Quantum gebundener 
Säure der ganzen Masse ganz einfach berechnen. 

. 3. Man kann den Vorgang: 

Dis НО (+ H20) — Geet + Ce Ни. 0 

Saccharose Dextrose Lävulose 
als eine monomolekulare Reaktion auffassen. 

Die Reaktiöonsgleichung ist folgende: 
1 A-r 
In — {, = А—х' , 

wo A die ursprüngliche Menge, x, und =» die umgewandelte Menge 
Rohrzucker, it, den Anfangsmoment und і, den Augenblick irgend 
einer Ablesung vorstellt. Die Gleichung wird noch in eine andere 
Form gebracht werden. 

Wenn r, = die Drehung im Moment t,, 7, = eine solche bei Һ 
und r, = die Endrotation, so schreibt man: 








k = 


1 nr, 








fa — Г. 
und schließlich : 


То. 








_ 104. 0,4343 k = К = 10810 


Le Freen {, Ta — r ER 
К ist die Geschwindigkeitskonstante, wie sie bei unserer Inversion 


experimentell festgestellt wird. Außer den beobachteten Größen für 
ту und r„ muß überdies für eine jede Beaktionsflüssigkeit r, bekannt sein. 


4. Bei den Messungen ist in folgender Weise gearbeitet worden. Die 
Rohrzuckerlösung (die schließlich etwas mehr als 260g Saccharose pro 
Liter enthielt) war während 5 Minuten gekocht worden, und damit sie 
steril bleiben sollte, in der Vorratsflasche mit einigen Stückchen Campher 
versehen). 

Die für die Versuche notwendigen Flüssigkeiten wurden in Fläschchen 
in den Thermostaten gestellt, von welchem das Wasser dauernd in Rührung 
gehalten wurde. 


1) Vgl. W. Ostwald, Journ. f. prakt. Chem. [2] 81, 307. 
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Die Thermometeranweisungen wurden zuvor mit denen eines von der 
Physikalisch-Technischen Reichsanstalt geeichten Thermometers ver- 
glichen. Für jede einzelne Bestimmung wurden die Flüssigkeiten pipettiert 
und zur Mengung in ein anderes Fläschchen gebracht, welches die erforder- 
liche Temperatur hatte. 

Jedesmal wurden 10 ccm der Rohrzuckerlösung genommen, dann 10, 
9, 8, usw. bis Leem Salzsäure und schließlich so viel Wasser hinzugefügt, 
daß die Reaktionsmischung ein Volumen von 20 ccm erreicht hatte. 

Diese Mischung wurde aus dem Fläschchen in eine Polarisationsröhre 
gegossen, deren meistens zwei im Gebrauch waren. Die Röhren hatten 
einen Wassermantel und die Länge jeder war 200,0 mm. Die Tube war von 
einem Kautschukstöpsel, den ein Thermometer durchbohrte, verschlossen. 
Letzteres zeigte während der Untersuchungen 25,24° С an. Die Polari- 
meterröhren wurden unterm Wasser des Thermostaten eingeklemmt. ` 

Zum Ablesen der Rotation wurde die Röhre jedesmal aus dem Thermo- 
staten herausgenommen und nach schnellem Abreiben der kleinen Scheiben 
in das Saccharimeter (Halbschattenapparat System Schmidt und Haensch) 
gestellt. Gleich nachdem mit der Schraube des Apparates eingestellt worden 
war, wurde die Röhre wieder in den Thermostaten eingeklemmt. Erst dann 
wurde die Saccharimeterskala (Grad Ventzke) abgelesen. Dieses Heraus- 
nehmen und Wiederhineinstellen erforderte etwa eine halbe Minute. Im 
Einstellungsmoment war das Thermometer meistens + 0,05° С gefallen und 
sank endlich bis höchstens 0,2° C. Die Temperaturabnahme für die ganze 
Rohrflüssigkeit kann aber weniger groß gewesen sein. 


5. Daer einer invertierten Rohrzuckerlösung ist dann zu be- 
rechnen, wenn man die Rotation kennt, welche die Lösung ursprünglich 
zeigt, im Falle, daß alle die Polarisationsebene drehenden Bestandteile 
Saccharose sind. 

Es wird sich zeigen, daß dies für die gebrauchte Zuckerlösung 
wirklich der Fall war. Bei der Berechnung des г, ist der Einfluß 
wechselnder Quantitäten Salzsäure in Betracht gezogen. 

Auf welche Weise dies geschah, wird unten klargelegt werden. 

A. M. Valeton!) schließt kraft seiner Untersuchungen darauf, daß 
Salzsäure, mit einer Konzentration n/16 in einer + 20proz. Invert- 
zuckerlösung anwesend, die Drehung, welche der Invertzucker in reiner 
wässeriger Lösung zeigt, nicht ändert. 

Wird die Konzentration der Salzsäure größer, so bekommt die 
Menge dieser Säure allmählich einen bemerklichen Einfluß auf die 
beobachtete Rotation des Invertzuckers. In den Fällen nämlich, wor. 
experimentell durch Fortführung des Inversionsversuches bis zum 
Ende, festgestellt ist, wurden nicht immer gleich große Endrotationen 
aufgefunden. Es waren dann auf der Ventzkeskala Differenzen in den 
Dezimalzahlen zu sehen, welche der Anwesenheit verschiedener Mengen 
Salzsäure zugeschrieben werden müssen. 


1) A. М. Valeton, Dissertation Utrecht 1914, S. 20—23; Ernst Cohen 
und A. М. Valeton, Zeitschr. f. physik. Chem. 92, 439—441, 1917. 
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В. F. Jackson und Clara Г. Gilis haben den Einfluß der in der Lösung 
anwesenden, wechselnden Mengen Salzsäure auf die beobachteten Rota- 
tionen der Invertzuckerlösungen in Betracht gezogen!). 


Mit Bezug auf eine Temperatur von 20°C, wenn die Rotation + 100 
ist für den positiven Bestandteil, beträgt die Polarisation nach der Inversion, 
wenn zurückgeführt auf die ursprüngliche Konzentration: 


Р? = — 32,00 — 1,972 N — 0,0676 (m — 13) + 0,5 (t — 20). 


N ist hier die Normalität der Lösung in bezug auf Salzsäure; m = die 
Anzahl Grammen ursprünglichen Rohrzuckers, die in 100 ccm Lösung 
vorkommt; t = die Temperatur in Grad С. 


Es ist leicht verständlich, daß bei den von mir zu beschreibenden 
Untersuchungen 


T on = 1/ 2 Р; и 
wenn die Rotation des positiven Bestandteiles + 100° beträgt. 


Die erste zu lösende Frage war: Wie groß war die Drehung des 
positiven Bestandteils in unserem speziellen Falle ? 


Der gewöhnliche Handelsrohrzucker hat hier als Material gedient. 
Ursprünglich betrug die Rotation der Lösung 101,2°V. Während 
sie sich in der Vorratsflasche befand, ging die Drehung innerhalb 
6 Wochen zurück bis 95,4% У. 


Diese Rotationen wurden beobachtet bei einer Temperatur von 
25,240 С. 


Vernachlässigen wir die drehenden Bestandteile, die im Rohr- 
zucker vorkommen können, so kann man sagen, daß die Polarisation 
des positiven Bestandteils іп der frisch bereiteten Auflösung 101,20 V. 
bei 25,240 oder 101,3 & 101,4 bei 20°C (nehmen wir ап 101,35° V.) 
betrug. 


Erwähnte Vernachlässigung stellte sich als erlaubt heraus. Ein Teil 
der steril aufgehobenen Rohrzuckerlösung ist der Vorschrift e, Methode 
Walker, gemäß invertiert worden?). Die Polarisation nach der Inversion, 
umgerechnet auf die ursprüngliche Verdünnung und eine Temperatur von 
20°, betrug — 34,1 (dieser Wert ist das Mittel zweier Bestimmungen, für 
deren jede zwei Beobachtungen gemacht wurden). 


Der Unterschied zwischen den Polarisationen vor und nach der In- 
version (Р2® _ Р) = 135,45. 


Der Saccharosegehalt (5) wird festgesetzt auf 


s- РЕР 


O 
Divisor EE 
1) В.Р. Jackson und Clara L. Gillis, Archief у. а. suikerind. in Ned. 
Indiö 29 (1921, I. Teil), 5. 44 (dem Internat. Sugar-Journ. 1920, S. 509, 570 
u. 638 entnommen). 
2) Der genannte Artikel, S. 61. 
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In einer Tabelle findet sich der Divisor, welcher zu Р — P; gehört 1). 
Er wurde berechnet auf 133,70 (wobei extrapoliert wurde). Die Rohrzucker- 
lösung enthielt also ursprünglich 
135,45 


133,70: 7008 


Saccharose, d.h. 101,3.260 g pro Liter. 

Dieses Quantum Saccharose ruft eine Rechtsdrehung von 101,3° (20°C) 
hervor. Es wurde schon darauf hingewiesen, daß die Drehung 101,3 bis 101,4 
betrug, wenn die Temperatur 20°C gewesen wäre. Die Verunreinigu 
des benutzten Rohrzuckers können demnach außer Betracht bleiben. 

Da ist es an zweiter Stelle möglich, einen Ausdruck abzuleiten, 
der den Zusammenhang zeigt zwischen г’, und der Anzahl Kubik- 
zentimeter 1,044n Salzsäure, für welche die Reaktionskonstante be- 
stimmt wurde. 

Diese Anzahl Kubikzentimeter wird п genannt. 








ek =!) Р 
1 101,3 
т® = — $106 [32,00 + 1,972 N + 0,0676 (m — 13) — 0,5 (t — 20)] 
m = 13,17 und der Ausdruck 0,0676 (m — 13) kann vernachlässigt werden. 
‚25,24 — _ 1018 [32, ы 
ыы 200 2 


oder 
725.24 — _ [14,88 + 0,0522 п]. 

Die Inversionskonstante ist bestimmt worden bei zehn verschie- 
denen Konzentrationen der Salzsäure, indem 1 bis 10 ganze Zahlen 
Kubikzentimeter 1,044 п Salzsäure genommen wurden. Für die eben 
genannten Fälle lassen sich die Endrotationen berechnen auf: 


п = 0, 72524 — — 14,9 
п =1, г, = — 14,9 п = 6, r, = — 15,2 
п = 2, г, = — 15,0 п = 1, т = — 15,2 
п =3, т, = — 15,0 п = 8, г. = -153 
п = 4, г, = — 15,1 п = 9, г, = — 15,3 
п = 5, т = —]5,1 п = 10, г, = — 15,4 


Ke 

Die Angaben für den. ursprünglichen und den endlichen Wert der 
Rotation sind in einem einzelnen Falle allgemein bekannt. 

Nach Steuerwald gibt eine ursprüngliche Rechtsdrehung + 100 für 
Saccharose (bei 20°C beobachtet), nach völliger Inversion mittels 5 сет 
Salzsäure Er Ee Gewichtes 1,19 (Methode Herzfeld) eine Ab- 
33,05 

2 








falls man Se 20° abliest. 


1) Ebendaselbst, S. 62, dritte Divisorenspalte. 
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Unsere Zuckerlösung sollte nach der genannten Inversion und bei 
25,24° С, nach dieser Vorstellung eine Rotation zeigen von 1,013. %. 


Lo 55, =) = — 15,41. Die Konzentration der Salzsäure in der 





Lösung ist dann 0,607 normal. Aus obenstehehder Formel für 72524 
findet man, wenn N = 0,607 normal, für г, den Wert — 15,49. 


6. Die Inversionskonstante К und ihre BERECHNUNG aus den experi- 
mentellen Angaben folgt jetzt. 

Die angewandte Salzsäure war, wie gesagt, 1,044 п; die Rohrzucker- 
lösung enthielt 1,013 x 260 g Saccharose pro Liter. Nochmals mache 
ich darauf aufmerksam, daß das Totalvolumen der Reaktionsflüssigkeit 
immer 20 ccm betrug. Zur Illustration der Berechnung der Inversions- 
konstante K aus den zur Verfügung stehenden Angaben, gebe ich hier 
eine tabellarische Übersicht, welche sich auf eine Probe mit 10 ccm 
Salzsäure bezieht. 

Dabei ist noch zu beachten, daß nach Füllung der Polarimeter- 
röhre die erste Ablesung in einem willkürlichen Moment stattfand. 
Die Ablesung (r,) ist als erste Zahl in der r„ -Spalte erwähnt. 

In den Fällen von 1 und 2 cem Salzsäure wurde die Bestimmung 
am nächsten Tag fortgesetzt. An eben diesem Tage wurde der Anfangs- 
moment für die Berechnung eigens genommen. 


10 ccm Salzsäure + 10 cem Rohrzuckerlösung; r= — 15,4 


Zeits zo, nl — er ee: оо |р Ti — To 
ES | rn I r SS Т» ов +—= See 1 Е ege 


1030,0) 0. ad 68,3 



































Е 
10 51,5 | 21,5| 35,9 51,3 0,0556 25,86 
11 17,0 47,014 28,9 44,3 1,6464 0,1193 25,38 
12 0,0, 90,014 19,1| 34,5 1,5378 0,2279 25,32 
1 53| 1558 8,1 23,5 1,3711 | 0,3946 25,33 
1 30,0 |180,0 4,8| 20,2 1,3054 | 0,4603 25,57 
2 0,0 21004 1,5| 16,9 1,2279 0,5378 25,61 
2 30,0 '2400— 1,2| 14,2 1,1523 0,6134 25,56 
3 0,5 2705— 3,4 12,0 1,0792 0,6865 25,37 
3 31,0 |301,0:— 5,4) 100 | 1,0000 0,7657 . 25,44 
3 58,5/328,5— 6,9] 8,5 ı 0,9294 0,8363 25,46 


К im Durchschnitt — 25,49 


Das K, wie dieses schließlich aus wenigstens zwei unabhängigen 
Untersuchungen festgestellt worden ist, werden wir mit einem Index 
benennen, der die zugehörige Anzahl Kubikzentimeter 1,044 п Salz- 
säure zeigt. 
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Ich fand, daß bei den Versuchen mit: 


10 ccm Salzsäure К = 25,41, d.h. Ку = 35,47 


7 а. h. K, = 22,89 


d.h. K, = 19,87 


~] 


7 5 K = 16,38, d.h. K, = 16,52 


6 ,, 5 К = 13,77, d.h. К. = 18,75 


d.h. К, = 11,16 
8,67, d. h. K, = 8,65 


6,34, d. h. K, = 6,84 


2 „ К К = 405 dh К, 4,06 


1 99 aa К — 1.97, d. h. K, = 1,96 


Der Einfluß der wechselnden Mengen anwesender Salzsäure auf 
die beobachtete Rotation der entstandenen Invertzuckerlösung macht 
sich bei allen Ablesungen geltend. Deswegen ist er auch bei den End- 
rotationen (die in $ 5 berechnet wurden) berücksichtigt. Inwiefern eine 
Korrektion anzubringen wäre, um die Inversionskonstanten der Theorie 
(vgl. $ 3) kennenzulernen, bleibt hier außer Betracht. 


7. Die Änderung der Inversionskonstante K mit der Menge Salz- 
säure ist in einer Graphik vorzustellen (siehe die Abbildung). 


Die Kurve zeigt eine stärkere Steigung, je nachdem die Punkte der 
Linie sich auf eine größere Konzentration der Salzsäure beziehen. Die Größe 
der Inversionskonstante ist also nicht ohne weiteres von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration abhängig. Die älteren Untersuchungen, wie z.B. 
bereits die von W.Ostwald!) und die уоп W. Palmaer?) verrichtet, haben 
ähnliches schon gelehrt. Die Salzsäurekonzentration war in den von mir 
angestellten Versuchen 0,0522 bis 0,5220 normal. Die schönen Unter- 
suchungen В. H. Clarks?) haben durchschlagend aufgewiesen, daß es tat- 
sächlich ist, als wenn wir anzunehmen hätten, daß die katalytische Wirkung 


1) W. Ostwald, Journ. f. prakt. Chem. N. Е. 81, 313, 1885. 
2) W. Palmaer, Zeitschr. f. physik. Chem. 22, 504, 1897. 
3) R. H. Clark, Journ. Amer. Chem. Soc. 48, 1759, 1921. 
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des ungespaltenen Salzsäuremoleküls größer sei als die der Wasserstoff- 
ionen!). 

Für unseren Zweck kommt es lediglich darauf an, daß wir den 
Zusammenhang kennen zwischen der Inversionskonstante und der in 
der Lösung enthaltenen Salzsäuremenge Konzentration der Salzsäure 
(0 bis 0,5220 п Salzsäure). SSSSSSSSS 

Genannter Zusammenhang kann EE 
für jeden einzelnen Fall aus der gra- 
phischen Vorstellung abgelesen und 
durch eine empirisch abgeleitete Formel 
ganz genau angegeben werden. Letztere „уу 
hat die Form einer Gleichung zweiten 
Grades K = Nz + N?y, wo К die #2 
Inversionskonstante und N die Norma- 
lität der Salzsäure ist. 

Zehn Gleichungen in obiger Form жж 
stehen zur Verfügung, um den wahr- 


00522л 
070 

75, 
02088 
0,267 
0,313 


scheinlichsten Wert des х und у zu | er 

berechnen. S 6.34 
Man findet К = 36,56 N + 23,56 №. 3,9 
Aus jedem gefundenen К kann die $ 

Normalität der Salzsäure jetzt berechnet X ia 





werden. Auf der anderen Seite folgt 272 3435 в 7 #9 % 
aus einer bekannten Salzsäurekonzen- NET 
tration die Inversionskonstante. 

Die Zeichnung zeigt einen allmählichen Verlauf der Kurve. Kein 
Wert für K, aus der Formel hergeleitet, wich denn auch stark vom 
gefundenen ab. 


Inversionskonstante. |. Berechnet | Gefunden | 





РЕ 25,50 25,47 
ОРОК НИ NE | 29:38 22,39 
рос de ebe 19,38 19,37 
Bea Ыы шук 1651 | 1652 
Ж nt e u УЫ ИЛ | 13,76 13,75 
р РО 11,15 1116 
E ушш ae | 8,66 8,65 
Ee dE E № | 6,30 6,34 
ое. 407, 4,06 
K, dr e йу: ^Ш | 1,97 | 1,96 


1) Bei meinen Versuchen ist die beobachtete Rotation verhältnismäßig 
etwas zu niedrig, infolge der Anwesenheit von Salzsäure. Dadurch werden 
bei größeren Säurekonzentrationen die K etwas zu hoch gefunden. Dies 
hat aber auf den typischen Verlauf der K-Konzentrations-Kurve keinen 
großen Einfluß. 
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Die Formel K = 36,56 N + 23,56 N? gilt für eine Zuckerkonzen- 
tration von № x 1,013 x 260g Saccharose pro Liter und für eine 
Temperatur von 25,249 С. 

Gelegentlich wird noch der Einfluß auf die Größe der Inversions- 
konstante zu untersuchen sein, der von kleinen Änderungen in der ursprüng- 
lichen Zuckermenge in einem gleichen Volumen der Reaktionsflüssigkeit 
ausgeübt улга !). Das entstandene Neutralsalz bei einer Messung des 
Bindungsvermögens eines basischen Stoffes in Hinsicht auf die Säure, 
spielt vielleicht eine Rolle. 

Auch der Temperaturkoeffizient der Inversionskonstante wird zu 
messen sein. 


8. Von der Anthranilsäure ist die basische Valenz in übermäßiger 
Salzsäure bestimmt worden. Orthoamidobenzoösäure hat bekanntlich 
noch den ganzen Charakter einer Amidosäure. Die Anwendung der 
Polarisationsmethode hatte denn auch den Erfolg, daß die basische 
Gruppe sich dazu fähig zeigte, eine äquivalente Menge Salzsäure zu 
neutralisieren. 

Der Stoff wurde benutzt, nachdem das technische Produkt einigemal 
aus Alkohol umgefällt worden war. Er hatte dann den Schmelzpunkt 
144 bis 145°C, wie auch für die Anthranilsäure angegeben wird. 

Die Reaktionsflüssigkeit bestand aus einer Mischung von 10 cem 
der Rohrzuckerlösung (1,013 x 260 g Saccharose pro Liter enthaltend), 
1 Millimol (137 mg) Anthranilsäure, 5 ccm 1,044 n Salzsäure und 5 ccm 
Wasser?2). Die Enddrehung ist in diesem Falle noch einmal experi- 
mentell festgestellt. Nach einigen Tagen wurde die Ablesung von einer 
auftretenden Braunfärbung erschwert. 

Mittels der Formel 





kann die Zeit (№, — t ist jetzt in Stunden ausgedrückt), nach welcher 
die Rotation 0,1°V. von der Enddrehung entfernt ist, berechnet 
werden. Ist doch r, etwa — 15,1. Kurz nach dem Anfang des 
Versuches wurde für r, die Größe + 47,4 gefunden. Aus den 
Beobachtungen ging hervor, daß K ungefähr 8,8 ist. So findet 
man für genannte Zeitdauer 52,95 Stunden. Deshalb wurde nach 
+53 Stunden die Rotation einigemal abgelesen und auf — 14,9 
festgesetzt, so daß r, = — 15,0. 


1) Dieser Einfluß ist jedenfalls klein. Aus den Daten Æ. Cohens, in 
der Zeitschr. f. physik. Chem. 28, 444 (1897) läßt sich berechnen, daß man 
für eine Zuckerkonzentration von gerade 1,.260g pro Liter, die К um 
4%/,, Kleiner finden wird. 

2) Es wurde angenommen, daß das Gesamtvolumen 20 ccm beträgt. 
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Die Ergebnisse der Probe (in duplo) werden in untenstehenden 
Tabellen erwähnt. 


1 Millimol Anthranilsäure (Schmelzpunkt .145°С) 





























+ 5 сото Salzsäure + 5 сст Wasser + 10ccm Rohrzuckerlösung; г = — 15,0 
| | 

Zeit» nt 71 — To = 10* тү — Тю 
punkt |(Min}| 7” 797108 (78 — Г) E к= In—t, log Tn т. 
кас” ЕЕ ЗЕ = BEE ойы ика 
10055,2 0 | 474 | 624 | 1,7952 | — = 
11 55,2| 60,0, 40,2 | 55,9 1.7419 0,0533 8,883 
12 56.7 1215| 338 | 48,8 | 16884 ‹ 0,1088 8,790 

1 25:911500 312 | 462 16646 ' 0,1306 8,707 

1 55,711180,5| 283 | 433 1,6365 , 0,1587 8,792 

2 24,7 | 209,5| 25,9 | 40,9 1,6117 ` 0,1835 8,759 

2 58,01 242,8 23,1 | 38,1 1,5809 | 0,2143 8,827 

3 27,0 | 271,8| 21,1 | 36,1 1,5575 0,2377 8,746 

4 013049: 18,7 | 33,7 | 15976 0,2676 8,776 

4 33,9 | 3380 16,7 | 317! 1,5011 0,2941 8,701 


К im Durchschnitt = 8,78 


Wie in voriger Tabelle 


Zeit» Feat —r | log (7и—т Allo 
punkt (Min. Tn |7—7 „|108 (Tn —T o g- 


























11h26,0') 0 

11 561! 301 8,869 

12 57,7| 91,7 8,734 

1 26,1 1120,1 8,642 

1 56,5 | 150,5 8,764 

2 951 |! 179,7 8,833. 

2 59,0 | 213,0 8,851 

3 28,1 | 242,1 8,802 

4 1112751 8,837 
K im Durchschnitt = 8,79 
8,78 

Es wurde also gefunden: K = 879’ d.h. К = 8,79. 


Zu diesem K gehört ein N = 0,2115. Ohne hinzugefügte Anthranil- 
säure beläuft sich N auf 0,2610. In den 20 ccm (dem Volumen der 
Reaktionsflüssigkeit) ist also 20. (0,2610 — 0,2115) = 0,990 Millimol 
Chlorwasserstoffsäure neutralisiert worden. 

9. Was die Genauigkeit der Bestimmungen betrifft, sei bemerkt, 
daß bei diesen Messungen für die Anthranilsäure in der ersten Reihe 
durchschnittlich K = 8,78, in der zweiten K = 8,79 gefunden wurde. 

Der mittlere Fehler von K im Durchschnitt beträgt in der ersten 
Reihe 0,019 und in der zweiten 0,027. Га letzten Falle also 0,3%. 
Aus allen Bestimmungen ging hervor, daß dieser mittlere Fehler nicht 
über 0,3% hinauszugehen braucht. 
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Es stellt sich aber heraus, daß die Ergebnisdifferenzen der doppelten 
und dreifachen Reihen (es spielen hier Fehler beim Pipettieren eine 
Rolle) die Genauigkeit beherrschen. 


Um den mittleren Fehler einer gefundenen Konstante richtig 
beurteilen zu können, hätte man verschiedene Bestimmungen für 
jedes К machen sollen. Eine Einsicht in die Genauigkeit gibt folgende 
Betrachtung. Wenn wir bei jedem Ergebnis für К ($ 6) auf die Differenz 
der berechneten Größe ($ 7) achten, so zeigt sich, daß sie bei den 23 Be- 
stimmungen durchschnittlich 0,4% beträgt. 


Aus dem Zusammenhang zwischen N und K geht hervor, daß 
der Fehler betreffs N, der von dem gefundenen K herrührt, durch- 
schnittlich kleiner ist als 0,4%. Es kann also gesagt werden, daß der 
mittlere Fehler (5/, durchschnittlich) bei den Normalitätsbestimmungen 
mittels der Polarisationsmethode 0,5% beträgt. 


Was dies bedeutet, mag folgende Darstellung zeigen. Wenn für die 
Bestimmung der basischen Узеп2 der Anthranilsäure eine Versuchsreihe 
angestellt wird mit dem Ergebnis К = 8,79, so folgt daraus, daß die Nor- 
malität der wirksamen Salzsäure 0,2115 + 0,0011 ist, und daß 1 Millimo] 
Anthranilsäure 0,99 + 0,02 Millimol НСІ neutralisiert. Von der Bestimmung 
weiß man dann mit großer Gewißheit, daß sie bis auf 2% genau ist. 


Die Genauigkeit der Bestimmung wird noch gesteigert werden, je 
nachdem die Quantität des zu untersuchenden Stoffes der äquivalenten 
Menge der zugegebenen Salzsäure gleichkommt. 


10. Das Bindungsvermögen bestimmter Körper für Salzsäure 
ist mittels der Rohrzuckerinversion schon 1896 von О. Cohnkeim aus- 
geführt worden. 

Dieser maß in hübscher Weise die Bindung der Salzsäure durch 
Eiweißkörper in Prozentzablen!),. Die von mir in Mantelröhren aus- 
geführte Arbeitsmethode könnte man eine Verbesserung der Cohnheim- 
schen nennen. 

Bei ihm wurde die gefundene Geschwindigkeitskonstante für eine 
Mischung von Salzsäure und Eiweißstoff nicht in dem bestimmten 
Zusammenhang zwischen Konstante und Normalität der wirksamen 
Säure interpretiert. Er verglich sie aber mit einer zweiten Konstante, 
die er zu gleicher Zeit für dieselbe Zuckerkonzentration und eine be- 
kannte Menge Salzsäure bestimmte. 

Er nahm an, daß zwischen der Normalität der wirksamen Säure 
und der Konstante eine lineare Proportionalität herrsche. Dies aber 
kann zu Fehlern Anlaß geben. 


1) Zeitschr. f. Biologie 38, 489, 1896. Man findet eine kurzgefaßte Ве- 
schreibung hiervon bei Ernst Cohen, Voordrachten over Phys. Scheik. 
voor Geneeskundigen 1901, S. 20— 23. 


Polarimetrische Bestimmung saurer und basischer Gruppen. 529 


Stellen wir uns vor, daß für den Fall der Anthranilsäure obiges К, 
und außerdem als zweite Konstante K, bestimmt würde, letzteres unter 
Hinzufügung von 1 Millimol Anthranilsäure. 

Bei unserer Untersuchungstemperatur ist gefunden Ein = 25,47 und 
K, (bei zugegebener Anthranilsäure) = 8,79. Die bekannte Normalität der 
Salzsäure ist für den ersten Fall 0,522, für den zweiten beläuft sie sich auf 

8,79 
25,47 

Ohne Anthranilsäure würde die Salzsäure eine Konzentration von 

0,261 norm. haben. 


Das Ergebnis nach dieser Berechnung wäre, daß 1 Millimol Anthranil- 
säure 20. (0,261 — 0,180) = 1,62 Millimol НСІ neutralisierte. Hier fände 
sich also ein Fehler von 60% vor. In der Abbildung machen die punktierten 
Linien dies deutlich. 


Der Fehler kann sehr groß werden, wenn die Menge der zu unter- 
suchenden Verbindung der äquivalenten Menge der Salzsäure gleich- 
kommt. Je nachdem der Stoff prozentweise weniger Salzsäure neutra- 
lisiert, um so kleiner wird der Fehler sein. 

Cohnheim arbeitete bei viel kleineren Salzsäurekonzentrationen. 

Im Falle der Protalbumose z. B. waren die Konzentrationen der 
zugegebenen Salzsäure 0,06848 und 0,03424 normal. 

Веі 25° fand Ostwald!) seine Reaktionskonstanten wie ersichtlich: 


bei п/10 Salzsäure. . . . . Са = 3,335 
„ n/100 „ ..... Ca = 0,3128. 


Innerhalb dieses Gebietes verrichtete Cohnheim seine Messungen. 
Bei den von mir benutzten Konzentrationen (bei 25,24°) ist die un- 
proportionale Zunahme der Inversionskonstante mit der Salzsäure- 
normalität bedeutend größer. 


Bei 0,5222 п Salzsäure ist Ко = 25,47. 
‚ 0,0522 n m „ K, = 1,96 


Cohnheim wird also weniger große Fehler gemacht haben. Eine 
Proportionalität zwischen Inversionskonstante und Chlorwasserstoff- 
säurekonzentration darf aber nur für auberste Verdünnungen an- 
genommen werden. 


- 0,522 — 0,180. 


Zusammenfassung. 

Die früheren polarimetrischen Bestimmungen hatten etwas Schwan- 
kendes. Von jetzt an kann man aber mit wünschenswerter Genauigkeit 
die gesuchten Größen feststellen. Unter dem Einfluß einer bestimmten 
Menge Salzsäure und einer bestimmten Menge des zu untersuchenden 
Stoffes mißt man die Geschwindigkeitskonstante K der Rohrzucker- 


1) Ostwald, loc. cit. 
Biocbemische Zeitschrift Band 137. 34 
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inversion. Eine Formel wurde abgeleitet, die den Zusammenhang 
zwischen X und der Normalität N der katalytisch wirksamen Säure 
ausdrückt. Eine dahinzielende Bestimmung der basischen Malen: 
der Anthranilsäure ist ausgeführt worden, wobei der etwaige Fehler 
20/, betrug. Letzterer kann bei einer guten Wahl der Salzsäure- und 
Stoffkonzentration bedeutend kleiner sein. 


Schließlich danke ich Herrn Prof. Dr. Н. Г. Waterman für die 
vielen Ratschläge und Frl. A. E. Korvezee für die gute Hilfe bei der 
Ausführung der Proben. 





Über die Kreatininausscheidung im Harne. 
Zur Kritik der Ambardschen Theorie. 


Von 


Wilhelm Laufberger. 


(Aus dem Institut für allgemeine und experimentelle Pathologie an der 
Masaryk-Universität zu Brünn.) 


(Eingegangen am 6. März 1923.) 


Die Ausscheidung fester Stoffe durch die Niere ist nicht etwa 
eine Sache des Zufalls, sondern richtet sich wie jede andere Funktion 
des Körpers nach bestimmten Gesetzen, deren Existenz wir durchaus 
nicht bezweifeln: können, wenn auch die Frage, ob diese Gesetze auf 
Grund der bisherigen Forschungsergebnisse formulierbar sind, noch 
offen bleibt. Der erste, der mit geistreicher Eleganz die Sekretion, 
der festen Urinbestandteile in mathematische Formeln zu kleiden 
versuchte, war Ambard!). Die Ansichten über den praktischen und 
theoretischen Wert der Ambardschen Konstante gehen wohl ausein- 
ander, doch es ist hier nicht der Ort, sich mit der ganzen kritischen 
Literatur zu befassen. Der genannte Autor hat seine Gesetze auf alle 
durch die Niere 'sezernierten Stoffe ausgedehnt, die er in solche mit 
und ohne Schwelle einteilt. Seine Versuche über die Ausscheidung 
erstreckten sich außer auf den Harnstoff auch noch auf die Chloride, 
Sulfate, Ammoniak, Jod, Brom, Methylenblau, Phenolphthalein und 
andere, durchaus aber nicht auf Natrium, Kalium, Calcium, Phosphate, 
Kreatinin und Harnsäure, welche Stoffe ich an anderer Stelle einer 
kritischen Analyse unterworfen habe?). 

Die Grundlage unserer Versuche bildet eine Arbeitshypothese, 
die wir bereits früher benutzt haben und die nicht die Einteilung 
Ambards und anderer in Stoffe mit und ohne Schwelle voraussetzt, 
sondern auf der Vorstellung mehrerer Stoffgruppen besteht, von denen 
jede in ihrer Ausscheidung von anderen Regeln beherrscht wird. Ob 
sich diese Arbeitshypothese in eine exakt” formulierte Theorie wird 
umwandeln lassen, darüber kann erst eine Reihe von Versuchen die 
Entscheidung bringen. 

Nach der Theorie Ambards richten sich Stoffe, die eine Schwelle 
besitzen, nach dem überschwelligen Werte. Im Gegensatz zu diesen 


1) Ambard, Physiologie normale et pathologique des reins. Masson & Cie. 
1920. 


2) Thomayerüv Sborník, Prag 1923 (Tschechisch.) 
24? 
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wird das Verhalten der Stoffe ohne Schwelle einfach von deren Kon- 
zentration im Blute beherrscht. Für die erste können wir also nach 
Ambard die Formel 


Überschwelliger Wert 


y Standarddebit 


als gültig annehmen. Der überschwellige Wert ist die Differenz zwischen 
der Konzentration des untersuchten Stoffes im Blute und seiner Schwelle. 
Diese zu bestimmen ist schwierig, vielleicht unmöglich, und auch 
Ambard stellt sich die Schwelle nicht als bestimmten, unveränderlichen 
Wert vor, sondern nimmt an, daß sich ihre Höhe den Bedürfnissen 
des Organismus entsprechend ändert. Durch diese Annahme ist es 
eigentlich unmöglich, die Theorie Ambards zu widerlegen, wenn nicht 
der Fall eintritt, daß der überschwellige Wert die tatsächliche Konzen- 
tration des Stoffes im Blute übertrifft. Ein regelmäßiges Auffinden 
eines solchen Verhaltens würde mit einem Male die Theorie Ambards 
umstoßen. Wir haben unter normalen Verhältnissen bei der Unter- 
suchung der Ausscheidung der Mineralstoffe solche Werte bis jetzt nicht 
gefunden. Den Ausdruck Standarddebit gebrauchen wir in einem solchen 
Sinne, um den Debit des ausgeschiedenen Stoffes vergleichen zu können. 
Wenn sich die Konzentration desselben im Blute und Urine ändert, 
ist es nach dem dritten Ambardschen Gesetze notwendig, den Debit 
auf die Standardkonzentration des Harnstoffes im Harne überzuführen, 
welche 250/0 beträgt. Die im Harne gelösten Stoffe werden in Standard- 
konzentrationen ausgedrückt, die der Standardkonzentration . des 
Harnstoffes proportional sind. Ein Beispiel soll das näher erklären: 


In der Ambardschen Formel 


РЕТ 


VI 
ES 

ist der Wert 25 für den Harnstoff gültig. Arbeiten wir nun mit einem 
anderen Stoffe, so berechnen wir dessen Wert entsprechend dem Ver- 
hältnis der Molekulargewichte, für Kreatinin lautet diese Proportion 

25: x = 60: 113,2. 

Teilen wir nun den wirklichen beobachteten Debit durch die Quadrat- 
wurzel des so berechneten Wertes, so erhalten wir den Standarddebit 
des betreffenden Stoffes. Dadurch gelangen wir für das Kreatinin zu 
der Formel: 





= Sekretionskonstante 


Überschwelliger Wert _ 0,07. 
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Der Anschaulichkeit wegen sei ein Beispiel angeführt: Die Versuchs- 
person entleerte die Harnblase um 9h und dann um 9h 45. Die Menge 
des zum zweiten Male sezernierten Harnes betrug 30 ccm, die Kon- 
zentration des Kreatinins im Urin С = 2,40 g pro Liter. Daraus be- 
rechnen wir das 24stündige Harnvolumen wie folgt: 1440: 45 = 32, 
У = 32 x 30 = 962 ccm oder 0,962 Liter. 

Die in 24 Stunden ausgeschiedene Menge des Stoffes ist: D = V xC. 
Diese Werte setzen wir in die Formel für das Kreatinin ein: 


Überschwelliger Wert des Kreatinins 














z = 0,07, 
D.yC 
ү47,1 
А ; Se D vo 
oder überschwelliger Wert des Kreatinins = ven - 0,07. 


Die Versuche wurden im Laufe des Vormittags angestellt, weil 
zu dieser Zeit die Versuchspersonen außer dem Frühstück nichts ge- 
nossen hatten. Wir wendeten diese Vorsichtsmaßregel an, trotzdem 
wir vorläufig keinen Grund haben, unser Augenmerk auf die Diät 
zu richten. 

Zur Illustration unserer umfangreichen Versuche, die sich auf eine 
Gruppe von 20 Gendarmen, viele Patienten und Laboratoriumspersonal 
erstreckte, legen wir hier nur zwei Versuchsreihen vor. In der ersten 
Tabelle sind alle zur Berechnung notwendigen, experimentell beob- 
achteten Zahlen einer Person, die im Laufe eines ganzen Vormittags 
einem Reihenversuche unterzogen wurde, verzeichnet. In der letzten 
Rubrik dieser Tabelle sind die überschwelligen Werte, berechnet nach 
der früher angegebenen Weise, angeführt. Bei dieser Versuchsreihe 
sind die Kreatininkonzentrationen im Plasma bzw. Serum nicht 
bestimmt worden. 








Tabelle I. 
Е | a ' Daraus | Krestinin- en 
Nr. ` Stunde ' Minuten — ausge. berechnete | konzentration Werte 
| | | schiedenen Tagesharn- im Нагпе für 1 Liter 
| ася | menge g für 1 Liter | Е 


7545'— 9500’ 75 28 0,538 237 0,037 











1 

2 | 9 00— 9 45 45 30 0,962 2,40 0,049 

3| 9 45—10 30 45 19 0,608 2,31 0,039 
. 4 | 10 30—11 15 45 20 0,641 1,57 0,030 

5 11 15—12 00 45 18 0,527 1,50 0,026 

6! 12 00—12 30 30 | 18 · 0,864 1,55 0,033 


In der zweiten Tabelle führen wir die im Gesamtblute vorgefundenen 
Kreatininkonzentrationen und die überschwelligen Werte, beides in 
Miligramm auf 100 сет Blut an. 
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Tabelle II. 

Nr. | Name des Patienten | и 100 р се er е ге 
1 DU Ad A шош Eder а 1,56 7,06 d 
2 d лана > е 1,63 3,20 
3 Hol... ан о 1,11 1,68 
4 0А. ....... 1,49 3,63 
5 Pan: ...... 1,20 2,98 
6 ИЕ жоу ое 1,07 3,10 
7 Poje si e ЖИИ 1,43 3,55 
8 Мај. ...... 0,93 4.20 
9 | Кот. ...... 1,15 3,81 

10 | сә елау. С 1,88 | 2,20 


Viele andere Versuche, deren Anführung den Rahmen dieser 
Arbeit überschreiten würde, zeigen ähnliche Verhältnisse. Das Resultat 
dieser Versuche also ist, daß der nach der Ambardschen Theorie be- 
rechnete überschwellige Wert sich zwischen 1,68 und 4,9 mg auf 100 ccm 
Blut bewegt. 

Wir machten unsere Versuche zu einer Zeit, als Folin und Wu 
ihre Methode der Blutanalyse erst für das Gesamtblut ausgearbeitet 
hatten. Inzwischen hat diese Methode durch Wu?) eine Vervollkomm- 
nung erfahren, durch die es möglich ist, sie auch für getrennte Blut- 
körperchen und Plasma zu verwenden. Unsere eigenen Blutanalysen 
sind für die Lösung dieser Frage nicht ohne weiteres verwendbar, da 
bei der Ambardschen Theorie nur die Plasma- oder Serumwerte von 
Bedeutung sind, weil ja nur die chemische Zusammensetzung der Blut- 
flüssigkeit als Sekretionsreiz und Sekretionsmaterial für die Niere in 
Betracht kommt. Aber schon früher vor dem Erscheinen der Arbeiten 
von Wu wurde im äußersten Falle gleiche Verteilung sowohl des ge- 
samten als auch des präformierten Kreatinins auf Plasma und auf 
Blutkörperchen angenommen. Веі unserer Fragestellung und den 
bedeutend höheren überschwelligen Werten kann man also auch die 
Kreatininkonzentration im Gesamtblute zur Anwendung bringen. 
Unsere Versuchsergebnisse stehen im Einklange mit dem ungemein 
reichen und vom speziellen analytischen Standpunkte aus zusammen- 
gestellten Zahlenmaterial Feigls®). Auch diese erstrecken sich aber 
nur auf Analysen von Gesamtblut. Die einzigen Zahlen, die sich zur- 
zeit für die Entscheidung dieser unentschiedenen Frage anwenden 
lassen, sind die von Wu. Diese ergeben: Gesamtkreatinin im Plasma 
auf 100 ccm durchschnittlich 1,47 mg, max. 2,1 mg; präformiertes 
Kreatinin im Plasma auf 100 сет durchschnittlich 1,24 mg, тах. 1,5 mg. 


1) Im Нагпе Kreatin, Carcinomfall. 
*) Wu, Journ. of biol. Chem. 51, 21, 1922. 
з) Feigl, diese Zeitschr. 105, 255, 1920. 
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Wenn wir nun die Standardzahlen für das präformierte Kreatinin 
und die berechneten überschwelligen Werte vergleichen, so gelangen 
wir zu dem überraschenden Resultate, daß die überschwelligen Werte 
in einem Maße höher sind als die tatsächlich vorgefundenen Kreatinin- 
konzentrationen im Blute, das die zulässigen Versuchsfehler weit über- 
schreitet. Dieses Ergebnis kann nur so gedeutet werden, daß die Ambard- 
sche Theorie für das Kreatinin keine Geltung besitzt. 

Gegen eine solche Erklärung unserer Versuchsergebnisse können 
nun zwei Einwände vorgebracht werden. Benedict!) ist der Meinung, 
daß die Methodik der Kreatininbestimmung im Blute nicht ganz ein- 
wandfrei sei. Diese Bedenken richten sich hauptsächlich gegen die 
Kreatininbestimmung, dessen Konzentration, nach dem Folinschen 
analytischen Prinzip bestimmt, zu hoch zu sein scheint, wenn auch 
für diese Meinung der strikte Beweis noch nicht erbracht ist. Es könnte 
aber auch ein solcher schwerer Mangel der analytischen Methodik die 
Versuchsergebnisse nur in einer Richtung fälschen, die die Ambardsche 
Theorie stützen könnte, da die mit ihrer Hilfe виш онен Kreatinin- 
werte angeblich zu hoch sind. 

Der zweite Einwand scheint mir schwerer zu wiegen. Man kann 
nämlich einen Übergang des Kreatins in Kreatinin in der Niere an- 
nehmen, wie ich das schon früher einmal anläßlich der Entwicklung 
einiger theoretischer Gedanken über die Kreatinurie ausgesprochen 
habe?) und wie jetzt auch Benedict?) glaubt. Aber auch die Gesamt- 
kreatininwerte reichen nicht aus für die Erklärung der Kreatinin- 
ausscheidung nach Ambardschen Gesetzen, da die Kreatinwerte im 
Plasma verschwindend klein sind. 

Auf Grund unserer Befunde glauben wir uns zu der Aussage berechtigt, 
daß die Ambardsche Theorie für Kreatinin keine Geltung hat und daß 
sie also nicht für alle harnfähigen Stoffe m werden darf, 
wie Ambard glaubt.. 


1) Behre und Benedict, Journ. of biol. Chem. 52, 11, 1922. 


з) Саз. Čes. Lék. 1919, S. 31. 
3) Benedict, 1. с. 


Der Stoffwechsel verpflanzter Tumoren. 


I. Mitteilung. 
Über den Kohlehydratstoffwechsel. 


Von 
Kenji Tadenuma, S. Hotta und J. Homma. 


(Aus der Abteilung Irisawa der Medizinischen Klinik des Medical College 
der Kaiserlichen Universität Tokio.) 


(Eingegangen am 6. März 1923.) 


Über den Stoffwechsel von Tieren mit überpflanzten Tumoren 
oder von Kranken mit Neubildungen sind viele Untersuchungen ver- 
öffentlicht worden, desgleichen über den Stoffwechsel amputierter 
Geschwülste. Kürzlich berichtete Russel über den Einfluß von Kohle- 
hydraten auf den Gasstoffwechsel von Geschwülsten. Die ersteren 
können angesehen werden als Untersuchungen über abbauende Ver- 
änderungen des Körpers als Ganzen als Reaktion gegen das Wachstum 
des Tumors, im Gegensatz zum direkten Stoffwechsel der Geschwulst 
bei ihrer Überpflanzung auf Tiere oder bei Kranken. Nur in diesem 
Umfange hat solch eine Untersuchung Wert. Andererseits geht die 
Untersuchung eines amputierten Tumors auf die physiologischen 
Geschwulsteigenschaften;; daher erstreckt sie sich mehr auf die Unter- 
suchung der Tumorsubstanz selbst. Bei letzterer werden amputierte 
Tumoren angewandt; ihre Lebensfunktion ist daher bis zu einem ge- 
wissen Grade gestört. Im übrigen können sie nicht in anderer Weise 
behandelt werden, um die Stoffwechselveränderungen zu untersuchen. 

Vor zwei Jahren berichtete der eine von uns bei einer Untersuchung 
über Hühnersarkom, daß sich bei einem Huhn, auf das Sarkom über- 
tragen war, Metastase in einem Flügel zeigte, auch wenn der Flügel 
mit Geschwulst entfernt wurde, nachdem der Tumor eine gewisse 
Größe erreicht hatte. In gleicher Weise wurde das Sarkom auf einen 
Flügel übertragen, und in verschiedenen Stadien seines Wachstums 
wurden Blutproben aus beiden Axillarvenen entnommen und auf 
chemische Veränderungen untersucht. Die Verschiedenheiten in dem 
aus beiden Adern entnommenen Blut sind zurückzuführen auf die 
Veränderungen, die durch die Lebensfunktionen des Tumors verursacht 
wurden, mit anderen Worten, sie beruhen auf dem Stoffwechsel des 
wachsenden Tumors. So machten wir fortgesetzte Beobachtungen 
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über den Stoffwechsel von Tumoren unter verschiedenen Bedingungen. 
indem wir die Geschwulst in verhältnismäßig natürlichem Zustande 
erhielten. 

Diesmal untersuchten wir Blutzucker bei Hühnern in normalem 
Zustande, bei Hyperglykämie und im Reizzustande. Später wollen 
wir noch vergleichend über bösartige und gutartige Geschwülste sowie 
über die Blutgase in dem aus beiden Axillarvenen entnommenen Blut 
berichten. 

Versuche. 

Nachdem die Axillarvenen auf beiden Seiten bloßgelegt waren, 
wurden ihnen gleichzeitig Blutproben entnommen; dann wurde der 
Blutzuckergehalt nach der Methode von Bang bestimmt. 


I. Vergleich von Blutzucker in beiden Flügeln in normalem Zustande. 
1. Datum des Versuchs: 13. April 1922. 
Geschwulst von der Größe eines kleinen Hühnereies. 
Probe 9h 35’ vormittags. 
Flügel mit Tumor 0,15%, normaler Flügel 0,17%, Differenz 0,02%. 
Probe: 10h vormittags. 
Flügel mit Tumor 0,16%, normaler Flügel 0,18%, Differenz 0,02%. 
Das Huhn starb am 15. April. 
2. Datum des Versuchs: 15. April 1922. 
Tumor von der Größe eines großen Hühnereies. 
Probe: 10h vormittags. 
Flügel mit Tumor 0,17%, normaler Flügel 0,19%, Differenz 0,02 %. 
Datum des Versuchs: 19. April 1922. 
Flügel mit Tumor 0,14%, normaler Flügel 0,16%, Differenz 0,02%. 
Datum des Versuchs: 19. о 1922. 
Flügel mit Tumor 0,149, normaler Flügel 0,16%, Differenz 0,02%. 
Dies Huhn starb am 20. April. Ein Teil des Tumors war nekrotisch. 
3. Datum des Versuchs: 19. April 1922. 
Tumor von der Größe eines großen Hühnereies. 
Probe: 10h 20’ vormittags. 
Flügel mit Tumor 0,16%, normaler Flügel 0,18%, Differenz 0,02%. 
Probe 10h 40’ vormittags. 
Flügel mit Tumor 0,19%, normaler Flügel 0,20%, Differenz 0,01%. 
Datum des Versuchs: 23. April 1922. 
Flügel mit Tumor 0,217 %, normaler Flügel 0,236 %, Differenz 0,019 %,. 
4. Datum des Versuchs: 5. Mai 1922. 
Tumor von der Größe eines Gänseeies. 
Flügel mit Tumor 0,214 0, normaler Flügel 0,214%, keine Differenz. 
5. Datum des Versuchs: 5. Mai 1922. 
Tumor von Hühnereigröße. 
Flügel mit Tumor 0,19%, normaler Flügel 0,23%, Differenz 0,04%. 
6. Datum des Versuchs: 24. Mai 1922. 
Tumor von Gänseeigröße. 
Flügel mit Tumor 0,1879, normaler Flügel 0,201 °,, Differenz 0,014 %. 
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Die Beschreibung dieser Versuche zeigt, daß in allen Fällen, aus- 
genommen Nr. 4, der Blutzuckergehalt des Blutes in dem Flügel mit 
Tumor merklich geringer war als in dem normalen Flügel. Die Differenz 
betrug 0,04 % in einem besonders hervorstechenden Falle, sonst meistens 
0,01 bis 0,02%; sie wird natürlich durch den Zuckerverbrauch der 
Tumoren verursacht. Die Menge des verbrauchten Zuckers hängt 
von der Größe und den Wachstumsbedingungen des Tumors ab. Der 
Unterschied in der Menge des von Tumoren gleicher Größe verbrauchten 
Zuckers beruht auf verschiedenen Wachstumsbedingungen. Das Er- 
gebnis obiger Versuche zeigt, daß das Hühnersarkom (Typ II) ver- 
hältnismäßig große Mengen Zucker verbraucht. Das zeigt, daß die 
Menge des Blutzuckers das Wachstum der Geschwulst beeinflußt. 
Die Beziehung zwischen dem Wachstum von verpflanzten Tumoren 
und einer Drüse mit innerer Sekretion, wie dem Eierstock, kann durch 
wechselnden Blutzuckergehalt beeinflußt werden. Die Tatsache, daß 
sich Metastasen nach der Amputation von Flügeln, auf die Tumoren 
überpflanzt waren, gezeigt haben, könnte so gedeutet werden, als ob 
sie durch die Überernährung (Störung des normalen Blutzuckergehaltes) 
der Hühner nach der Entfernung des Flügels verursacht wurden. 


II. A. Vergleiche von Blutzucker bei Hyperglykämie durch Injektion von 
Traubenzucker. 
l. Versuchsdatum: 4. August 1922. 

Tumor von Gänseeigröße. Ein Teil war nekrotisch. 

Probe: 10h 10’ vormittags in normalem Zustande. 

Flügel mit Tumor 0,149%, normaler Flügel 0,147 %, Differenz 0,002 %. 

Um 10h 30’ vormittags wurden 30 ccm einer 20proz. Traubenzuckerlösung 
in die Abdominalhöhle injiziert, eine Blutprobe wurde 11h 15’ vor- 
mittags, 45 Minuten nach der Injektion, entnommen. 

Flügel mit Tumor 0,346 %,, normaler Flügel 0,374 %, Differenz 0,027 %. 

Probe um 12h 20’ nachmittags, 2 Stunden und 10 Minuten nach der 
Injektion. 

Flügel mit Tumor 0,403 %, normaler Flügel 0,442 %, Differenz 0,039 %. 

Probe um 2h 10’ nachmittags, 4 Stunden nach der Injektion. 

Flügel mit Tumor 0,441 9, normaler Flügel 0,443 0, Differenz 0,002 %. 

2. Datum des Versuchs: 30. August 1922. 

Tumor von Gänseeigröße. 

Probe 9h 20’ vormittags in normalem Zustande. 

Flügel mit Tumor 0,2054 ©, normaler Flügel 0,2082 %,, Differenz 0,0028 %. 

9h 30’ vormittags subkutane Injektion von 20 ccm einer 20proz. Trauben- 
zuckerlösung, Zuckerbestimmung um 10h vormittags, 30 Minuten 
nach Injektion. 

Flügel mit Tumor 0,3158 %, normaler Flügel 0,3874 %, Differenz 0,0716 %. 

Probe um 10h 30’ vormittags, 1 Stunde nach Injektion. 

Flügel mit Tumor 0,3158 9%, normaler Flügel 0,3865 %, Differenz 0,0294 0. 


Obiger Versuch zeigt, daß der Unterschied im Blutzuckergehalt 
in beiden Adern in normalem Zustande nicht so sehr hervortrat, wohl 
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aber war er im Zustand der Hyperglykämie merklich größer. Nachdem 
aber dieser Zustand mehrere Stunden gedauert hatte, verringerte sich 
die Differenz 1 etwas. Der Tumor verbraucht also Zucker bis zu einem 
gewissen Grade entsprechend dem vermehrten Blutzucker, aber nach 
längerer Dauer des Zustandes vermindert sich der Verbrauch wieder. 
Es besteht indessen noch eine Differenz zwischen den absoluten Mengen 
des Zuckerverbrauchs im normalen Zustande und bei Hyperglykämie. 
In der Regel ist der Zuckerverbrauch während der Hyperglykämie 
größer als unter normalen Bedingungen. 


B. Vergleiche von Blutzucker bei Hyperglykämie durch Injektion von 























Adrenalin. 
| Flügel mit | Normaler Differenz 
ns ea A Me, E "Io 
1. Tumor von Gänseeigröße. Datum des Versuchs: 6. Mai 1922. 
2h 20’ nachm. Normaler Zustand | 0,17 | 0,189 | 0,019 
Subkutane Injektion von 1 cem einer !/,.00 Adrenalinlösung um 28 30’ nachm. 
Nach 1 Stunde. . .. 2.2... | 0,239 | 0,274 0,035 
Nach 2 Stunden ........ 0,215 | 0,233 0,018 
2. Tumor, Versuchsdatum: 8. Mai 1922. 
lh 20’ nachm. Normaler Zustand | 0,204 | 0,229 | 0,025 
Subkutane Injektion von 1 сет einer !/ о Adrenalinlösung um 12h mittags. 
Nach 1 Stunde. ........ | 0,298 | 0,338 0,04 
Nach 11, Stunden ....... | 0,29 | 0,333 0,043 
3. Tumor von Gänseeigröße. Datum des Versuchs: 13. Mai 1922. 
Im Normalzustand ....... | 0,184 | 0,208 ! 0,024 
Subkutane Injektion von 1 cem einer !/,ooo Adrenalinlösung um 118 vorm. 
Nach 30 Minuten. . ...... | 0,191 0,197 0,006 
Nach 1 Stunde 50 Minuten. .. E: 0,198 0,221 0,024 
Nach 3 Stunden ........ | 0,205 0,222 0,017 
4. Tumor von Gänseeigröße. . 
Normalzustand ......... | 0,148 | 0,196 | 0,088 
Subkutane Injektion von 2ccm einer !/,ooo?) Adrenalinlösung um Oh 20'. 
Nach 1 Stunde. ........ | 0,162 | 0,225 | 0,063 
5. Tumor von Gänseeigröße. Versuchsdatum: 22. Mai 1922. 
I 0,135 0,161 0,026 
Normalzustand а дё ae | 0,120 0,158 0.038 


Hierauf wurde die Blutzirkulation auf 2 Minuten an der Seite des Tumor- 
flügels unterbrochen: 


| 0,129 | 013 | 0,044 
Subkutane Injektion von Leem Adrenalin. 


Nach 40 Minuten. ....... | 0,100 | 0,15 | 0,044 
Nach 50 Minuten. . . ..... | 0,102 0,145 0,043 


t 
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Wie dieser Versuch zeigt, bestand ein merklicher Unterschied im 
Zuckergehalt des Blutes der beiden Flügel. In einem Falle betrug er 
sogar 0,06%. Diese Differenz beruht ohne Zweifel auf dem Verbrauch 
durch den Tumor. 

Die Differenz des Blutzuckergehalts in den beiden Flügeln kann 
eher auf einem vermehrten Zuckerverbrauch des Flügels als ganzen 
geschoben werden — wegen der Stockung der Blutzirkulation infolge 
der Neubildung — als auf einen vermehrten Zuckerverbrauch durch 
die Geschwulst selbst. Um diese Frage zu entscheiden, unterbanden 
wir einen Flügel eines normalen gesunden Huhns auf 2 bis 5 Minuten, 
dann bestimmten wir den Blutzucker. Es ergab sich eine Differenz von 
nur 0,01 % in einem besonders markanten Falle. Von den so behandelten 
fünf Hühnern zeigte eins eine Differenz von 0,008% (2 Minuten ab- 
gebunden), das zweite 0,005%, (2 Minuten abgebunden), das dritte 
0,002% (5 Minuten abgebunden), das vierte 0,004% (5 Minuten ab- 
gebunden), das fünfte 0,01% (5 Minuten abgebunden). Im Durch- 
schnitt der fünf Fälle betrug die Differenz also 0,008%. Die Zirkulation 
wurde durch den Tumor weniger aufgehalten als durch diese Unter- 
bindung. So muß man die Ursache des geringeren Zuckergehaltes 
im Tumorflügel der Geschwulst selbst zuschreiben. 


III. Vergleich des Blutzuckerse der Adern beider Flügel nach Massage der 
Geschwulst. 


Um den Einfluß der Reizung einer Geschwulst auf den Blutzucker 
zu bestimmen, massierten wir die Geschwulst und bestimmten dann den 
Zuckergehalt. . 














i ~ ul Flügel mit Normaler 
| | Tumor Flügel | Differenz 
"0% d ` № 











1. Tumor von Gänseeigröße, Datum des Versuchs: 1. Juni 1922. 








Normalzustand ......... | 0,2077 | 0,2190 0,0113 
| Massage 10 Minuten | 
Bestimmung nach 10 Minuten . . ! 0,1870 0,21 | 0,037 
2 Stunden nach der ersten Massage | 
erfolgte eine zweite von 5 Minuten 0,230 0,28 ‚ 0,05 
2. Tumor von Gänseeigröße, Versuchsdatum: 10. Juni 1922. 
Normalzustand ......... 0,1974 0,2088 0,0114 
Unmittelbar nach 10 Min. Massage 0,19 0,26 0,079 
Nach 30 Minuten. . ...... 0,21 0,252 0,042 
Nach 1 Stunde. .. 2.2.2... 0,193 | 0,223 ' 0,04 
Nach 3 Stunden ........ | 0,201 | 0,2092 ` 00082 
3. Tumor von Hühnereigröße. Versuchsdatum: 17. Juni 1922. 
Normalzustand . . . 2.2 2.2.% 0,175 | 0,194 0,019 
Unmittelbar nach 10 Min. Massage ’ 0,15 | 0,201 0,051 


Nach 30 Minuten... 2... . 0155 | 0,198 
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Es ist häufig beobachtet worden, daß ein Tumor bei Reizung, 
insbesondere mechanischer Art, ein beschleunigtes Wachstum zeigt. 
Das beruht auf erhöhter Lebenstätigkeit des Tumorgewebes. Bei dem 
Massageversuch ist der Blutzuckerversuch des Tumors nach der Massage 
merklich vermehrt. Bei Versuch 1 war die Differenz des Blutzuckers 
im normalen Zustande 0,0113% und vermehrte sich auf 0,05 % nach 
der Massage. Dain diesem Falle Hyperglykämie vorlag, kann die größere 
Differenz eher hierdurch als durch Veränderungen in den Lebens- 
funktionen des Tumors verursacht sein. Aber nach der ersten Massage, 
als keine Hyperglykämie vorhanden war, betrug die Differenz des 
Blutzuckers 0,037 %. Sie ist sicher auf den Tumor selbst zurückzuführen. 
Bei dem zweiten Versuch kann sich dieselbe Frage erheben, aber bei 
dem dritten Versuch ist keine Hyperglykämie festzustellen, so daß 
die Differenz eher durch die vermehrte Tätigkeit des Tumors bedingt 


wird, als durch Hyperglykämie, die gelegentlich die Tumormassage 
begleitet. 


Schluß. 

Der Verbrauch von Blutzucker durch Hühnersarkom ist verhältnis- 
mäßig groß. Er wächst durch vermehrte Zuckerzufuhr. Eine Reizung 
(Massage) vergrößert ebenfalls den Verbrauch. 

Zum Schluß möchten wir den Herren Professoren Nagayo und 
Mita für ihre freundliche Unterstützung danken, auch möchten wir 
bei dieser Gelegenheit -Herrn Professor Irisawa unsere Verehrung aus- 
sprechen. 








Zur Deutung des Methodenfehlers der 
Harnstoff-Hypobromit-Methode. 


Von 
B. M. Margosches und Heinrich Rose. 


(Aus dem Laboratorium für chemische Technologie I der Deutschen 
Technischen Hochschule Brünn.) 


(Eingegangen ат 11. Februar 1923.) 


Ungefähr 150 Arbeiten befassen sich mit der azotometrischen 
Hypobromitmethode zur Bestimmung des Harnstoff- und Ammonium- 
stickstoffs; der größte Teil dieser Arbeiten behandelt Vorschläge, die 
die Harnstoffhypobromitmethode zumindest in der Form einer ,,Коп- 
ventionellen Methode“ analytisch brauchbar gestalten sollen. Man 
pflegt zwar dem Verhalten des Ammoniaks bzw. des Harnstoffs gegen 
Bromlauge die Reaktionsgleichungen 


2 МН, + З №аО Вг =3NaBr +3H,0+N, 
bzw. CO(N H) + 3 №0 Вг = 3 NaBr + 2 H0 + СО, + №,, 


nach welchen der gesamte Stickstoffgehalt der genannten Verbindungen 
in elementarer Form auftritt, zugrunde zu legen, es ist jedoch bekannt, 
daß man bei der Bestimmung des Ammoniumstickstoffs mit einem 
Stickstoffausfall von ungefähr bis zu 5%, und bei der Ermittlung des 
Harnstoffstickstoffs sogar mit einem Ausfall bis zu 10%, Stickstoff zu 
rechnen hat. | 

In der vorliegenden Arbeit wird auf Grund neuen experimentellen 
Materials unter kritischer Sichtung der einschlägigen Literatur die 
Deutung des Stickstoffausfalls, also des Methodenfchlers!) der Harnstoj]- 
hypobromitmethode behandelt, eine Frage, über welche geteilte An- 
schauungen herrschen und die verhältnismäßig nur wenig bearbeitet 
wurde. 


1) In Anlehnung an L. Mosers interessante Ausführungen, Zeitschr. í. 
analyt. Chem. 59, 1—10, 1920, wobei jedoch hier nur die Haupifehler- 
quelle der Methode berücksichtigt wird. 


ОИ 


В. М. Margosches u. H. Rose, Methodenfehler usw. 543 


Allgemeines. 


Der erste, der auf die Wirkung der Hypohalogenite auf Ammonium- 
salze aufmerksam machte, war Melsens!) in Brüssel (1852), der zur Be- 
stimmung der Ammoniumsalze in Düngemitteln und insbesondere in 
Guano eine alkalische Auflösung eines Bleichsalzes (Hypohalogenites) 
anwendete, die die Ammoniumsalze unter Entwicklung des Stickstoffs 
zerlegte. Auch Harnstoff und Harnsäure erleiden nach Melsens eine ähnliche 
Zerlegung. Melsens hielt dieses analytische Verfahren seiner Einfachheit und 
raschen Ausführung wegen besonders bei physiologischen Untersuchungen 
für wichtig. Wöhler?) (1853) benutzte zur Bestimmung des Guanos eine 
Lösung von Chlorkalk bzw. von unterchlorigsaurem Kalk, die den Stick- 
stoff der organischen Stoffe und der Ammoniumsalze in Freiheit setzte. Da 
die Messung der entwickelten Gase nach Wöhler wegen der starken Schaum- 
bildung unausführbar war, so maß dieser das Volumen des von dem ent- 
wickelten Gase verdrängten Wassers. 

Eingehend befaßte sich mit der Bestimmung des Harnstoffs (im Harn) 
E. W. Davy?) (1854), der die Zersetzung des Harnstoffs mit unterchlorig- 
saurem Natrium in einem einfachen Apparate durchführte und das Volumen 
des entwickelten Gases bestimmte. Er wies schon auf einige Fehler, die 
dieser Bestimmung anhaften, z.B. auf die spontane Entwicklung des 
Sauerstoffs aus dem unterchlorigszauren Natrium durch Einwirkung des 
Lichtes usw. hin. Auch О. Г. Erdmann ¢) (1857), der den Stickstoff im Guano 
mit einer Auflösung von gutem Chlorkalk in einem entsprechenden Apparate 
bestimmte, fand, daß dieses Verfahren nur annähernd richtige Werte gibt. 
Leconte®) (1858), der unterchlorigsaures Natrium für die Harnstoffbestimmung 
benutzte, legte der Bestimmung die Berechnung zugrunde, daß 0,1g Harn- 
stoff nur 34 ccm Gas statt 37 ccm liefere. W. Knop®) (1859), dem es sich 
ursprünglich nur um eine Ammoniakbestimmung in Ackererde handelte, 
unterzog die bekannt gewordenen Angaben einer gründlichen Prüfung und 
arbeitete eine Methode für Ammoniumsalze aus. Der alkalischen Lösung 
von unterchlorigsaurem Natrium fügte er Brom zu, und erst im Jahre 18707) 
empfahl Knop eine bestimmte Lösung von Brom in Natronlauge. 

Einige Jahre nach Knops Veröffentlichung berechnete E. Dietrich®) 
(1866) eine Korrektionstabelle, die den Ausfall des Stickstoffs, ‚‚infolge 
einer ‚Absorption‘ in der Lauge“‘, berücksichtigte unter Verwendung einer 
alkalischen Lösung von unterchlorigsaurem Natrium vom spezifischen Ge- 
wicht 1,1, die von der Knop - Lösung abweicht. Diese Bestimmungs- 
methode für Ammoniumsalze erweckte jedoch erst eine größere Auf- 
merksamkeit, als sie Knop in einem Vortrage?) und Huefner!?) (1871), 


1) Melsens, Jahresber. а. Chem. 1852, S. 725. 

2) Wöhler, Prakt. Übungen 1853, S. 180. 

3) Е. И’. Davy, Journ. f. prakt. Chem. 1, 188, 1854. 

4) Erdmann, Jahresber. d. Chem. 1857, S. 60. 

5) Leconte, ebendaselbst 1858, S. 636. 

6) Knop, Chem. Zentralbl. 1860, S. 244. 

1) Derselbe, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1870, S. 225. 

8) Е. Dietrich, ebendaselbst 1866, S. 36. 

D Gehalten am 4. März 1870 in der Königl. sächs. Gesellsch. f.Wissen- 
schaft. 

10) Ниетег, Jahresber. 4. Chem. 1871, В. 867; Zeitschr. f. analyt. Chem. 
1871, S. 486. | 
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der auch einen geeigneten Apparat (zur Harnanalyse) einführte, empfohlen 
hatte. 

Eine wesentliche Verbesserung dee Аррагафев wie auch еше Modi- 
fikation der Darstellungsweise der Knopschen Bromlauge, außerdem eine 
Überprüfung der Dietrichschen Tabelle für Bromnatronlauge führte 
P. Wagner!) (1874) durch und in dieser Form wird die Methode noch 
heute vielfach gebraucht. Es folgte weiter eine ganze Reihe von Arbeiten, 
die, wie bereits bemerkt, die Methode zu verbessern, beziehungsweise den 
Stickstoffverlust zu erklären suchten. Daß der Verlauf der Reaktion bis 
in die neueste Zeit noch nicht als geklärt zu betrachten ist, beweisen unter 
anderen auch die in den Jahren 1919 und 1920 von E Dekeuver?) und von 
L. Lescoeur?) erschienenen Arbeiten. 


Über Vorschläge zur Verbesserung der azotometrischen 
Harnstoff-Hypobromit-Methode. 

Die Hypobromitreaktion stickstoffhaltiger Produkte wurde haupt- 
sächlich unter Anwendung von Harnstoff als Untersuchungsmaterial 
studiert und daher bezieht sich auch der größte Teil der Vorschläge 
zur Verbesserung der Methode auf den Harnstoff. 


Die azotometrische Hypobromitmethode wird meistens unter 
Anwendung des bekannten Knop-Wagner- Azotometers vorgenommen). 
Fast alle zu diesem Zwecke in Vorschlag gebrachten Apparate be- 
stehen im wesentlichen aus zwei Bestandteilen, und zwar aus einem 
Zersetzungsgefäß und aus einer Bürette zum Auffangen und Messen 
des Gases. Die wiederholt durchgeführten Änderungen der Apparatur 
zielten auf bequemere Form und Handhabung, auf genauere Ab- 
lesungsmöglichkeit, auf gute Mischung der in Reaktion zu bringenden 
Lösungen usw. hin. 

Es scheint die Apparatur, wenn sie nur den üblichen Anforderungen 
einer solchen für gasvolumetrische Zwecke entspricht, keine entschei- 
dende Rolle bei der azotometrischen Methode zu spielen, weswegen 
von einer Aufzählung der ungefähr 50 in Vorschlag gebrachten Apparate 
abgesehen wurde. 

Der Konzentrationsgrad spielt bekanntlich eine besondere Rolle 
bei der Durchführung von Reaktionen in wässerigen Lösungen. Man 
versuchte daher, durch Änderung der Konzentration der Bromlauge 
die Stickstoffentwicklung zu fördern. Es wurden mehr als 40 ver- 
schiedene „Bromlaugen‘“, darunter allerdings auch solche, die für die 
jodometrische Hypobromitmethode dienen, in Vorschlag gebracht. 


1) P. Wagner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1874, S. 383. 

2) Dekeuver und Lescoeur, Chem. Zentralbl. 4, 350, 1919. 

3) Lescoeur, ebendaselbst 2, 361, 681, 1920. 

4) Vgl. Lunge-Berl, Techn.-chem. Untersuchungsmethoden, 7. Aufl., 1, 
1921; Post-Neumann, Chem.-techn. Analyse, 3. Aufl., 1, 1912; W. А. Боз 
Chem.-Kalender 1922. 
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Es wurden ‚„Bromlaugen‘‘ vorgeschlagen von: Melsens (1851), 
F. Wöhler (1853), L. Erdmann (1857), Leconte (1859), W. Knop (1860), 
E. Dietrich (1866), W. Knop (1870), Paul Wagner (1874), Е. Quinquand 
(1881), Esbach (1881), J. R. Duggan (1882), F. А. Falck (1882), C. Arnold 
(1882), Н. J. Hamburger (1883), E. Salkowski (1886), D. B. Dott (1890), 
S. Henry Smith (1890), E. H. Bartley (1891), Е. В. Squibb (1893), Petit 
und Monfet (1893), L. L. de Koninck (1899), W. Bräutigam (1901), Octave 
Lecomte (1903), G. Sellier (1903), W. M. Dehn (1906), Raoul Neveu (1907), 
Р. Artmann und А. Skrabal (1907), Remo Corradi (1908), А. Ronchèse 
(1909), С. Meillere (1909), А. Job und Clarens (1909), F. Haessler (1909), 
W. de Graff (1910), Adolf Jolles (1913), Anton Sklepinsky (1913), Marie 
Krogh (1913), A. Bouchet (1917), А. Chaumeil (1918), Golse (1919), Stehle 
(1921) u. а. m. 


Arbeiten, die sich mit der Heranziehung von Korrekturen bei 
der Durchführung der azotometrischen Hypobromitmethode befassen, 
sind ebenfalls in großer Zahl bekannt geworden. 


Sie rühren von Leconte (1858), Knop (1860 und 1886), P, Wagner 
(1874), Huefner (1878), Jakoby (1885), Frederic Seiler (1890), Heaton und 
Vasey (1891), L. Garnier und L. Michel (1900), W. M. Dehn (1906), R. Corradi 
(1908), Florence (1909), А. Job und Clarens (1909), Grimbart und Laudet 
(1913), Marie Krogh (1913), André Renaud (1919) u.a. her. 


Der wichtigste Vorschlag auf diesem Gebiete rührt von @. Lunge 
her, nach welchem Vorschlage bekanntlich ein bestimmter Prozentsatz 
an Stickstoff (im Durchschnitt 2,5%) dem Versuchsergebnis hinzu 
zu addieren ist. In dieser Form hat die агоіотеітізсће Hypobromit- 
methode bis heute noch eine gewisse praktische Bedeutung beibehalten, 
wie dies aus der neuesten einschlägigen Literatur, insbesondere aus 
Werken didaktischer Richtung zu entnehmen ist. 


Es sei hier nur auf Е. Berl in Lunge- Ветів Chemisch-technischen Unter- 
suchungsmethoden, 7. Aufl. 1, 184—188 und 935, 1921; F. Hahn, Leitfaden 
der quantitativen Analyse 1922, В. 178 und 179; W.D. Treadwell in 
F. Р. Treadwells Kurzem Lehrbuch der analytischen Chemie 2, 724 und 726, 
1922; ferner auf W. A. Roths Chemikerkalender, 1923, hingewiesen. 


Um den Stickstoffausfall zu verringern, ist auch versucht worden, 
verschiedene Zusätze, wie Zucker, Kaliumcyanat, Acetessigester, Ferri- 
cyankalium in Anwendung zu bringen. Diese Art der Durchführung 
der Hypobromitmethode wird nicht geübt. 


Aus der einschlägigen Literatur sei hier auf die Arbeiten von Méhu 
(1880), Essbach (1881), Fauconnier (1880), Jey (1881), W. Ostwald (1883), ` 
Jacoby (1885), A. H. Allen (1896), L. Garnier und Michel (1900), R. Corradi 
(1900), Marie Krogh (1913), Adolf Jolles (1914) hingewiesen. 

Ein Faktor, der auf den Verlauf der Reaktion den größten Einfluß 
ausübt, nämlich die Anwendung höherer Temperatur, wurde ver- 
hältnismäßig nur von wenigen in Erwägung gezogen, da die meisten 
Chemiker, die sich mit der azotometrischen Harnstoffbestimmung 
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befassen, die Reaktion bei gewöhnlicher Temperatur durchführen. 
Bekannt gewordene Arbeiten, bei denen durch Erhöhung der Tempe- 
ratur die Reaktion beschleunigt oder gar vollständig beendet wurde, 
beanspruchen besonderes Interesse, obwohl die Frage, die hier experi- 
mentell behandelt wird, nämlich die Deutung des Stickstoffausfalls, 
ebenfalls mit der Arbeitsweise bei gewöhnlicher Temperatur im Zu- 
sammenhang steht. 


Es beobachtete schon Leconte!) (1858) den günstigen Einfluß höherer 
Temperatur und erwärmte daher das Reaktionsgemisch (Natriumhypo- 
chlorit und Harnstoff); Knop?) benutzt (1890) nur die nicht bromierte 
Javellesche Lauge bei höherer Temperatur, während er die bromierte bei 
gewöhnlicher Temperatur anwendet. Höhere Temperatur wendet zwar 
Knop an, um bei Substanzen wie Guano die Lösung von Klumpen, die 
sich sonst in der Kälte bilden würden, zu bewirken, — die Erwärmung 
hat aber auch den Zweck, bei Substanzen, die in der Kälte nicht den theore- 
tischen Wert ergeben, wie Ammoniumoxalat, Harnstoff oder Harnsäure, 
die Stickstoffentwicklung zu fördern. Die Siedehitze ergibt wohl eine 
Erhöhung der Werte, aber in den meisten Fällen nicht die theoretische 
Ausbeute. Beim Erhitzen bis zum Sieden bemerkt Knop, daß sich nach 
und nach immer mehr Gas entwickelt. Während sonst bei allen gasanalyti- 
schen Methoden der Temperatur und dem Barometerstande Rechnung 
getragen wird, berücksichtigt Кпор nur die Temperatur. Eine wichtige 
Beobachtung macht E. Dietrich?) (1866), nämlich die, daß die Reaktion 
zwischen einer Ammoniumchloridlösung und bromierter Hypochloritlauge 
unter Wärmeentwicklung verläuft, und daher macht er den Vorschlag, 
vor dem Ablesen des Gasvolumens eine gewisse Zeit abzuwarten, da man 
einen großen Fehler begehen könnte, wenn man gleich nach der Ent- 
wicklung abliest. Auf diese Beobachtung der Wärmeentwicklung gründet 
(1895) J. Barker Smith!) eine Methode, die heute von geschichtlichem 
Interesse ist, nach welcher die bei der Zersetzung eintretenden Tempe- 
raturerhöhung den Harnstoffgehalt ergibt. Eine besondere Verbesserung 
führt Р. Wagner’) (1874) ein, indem er unter Berücksichtigung der Tat- 
sache, daß die Reaktion unter Wärmeentwicklung stattfindet, die Tempe- 
ratur durch Einstellen des Reaktionskolbens in Wasser auf die gleiche 
Höhe bringt, wie vor der Reaktion. Auch G. Ниетет®) (1871) will durch 
gelindes Erwärmen des Zersetzungskölbehens die Umsetzung vollständig 
beenden. Er stellt also das Kölbchen nach Ablauf der Hauptentwicklung 
in ein Becherglas, in welchem sich Wasser von 60 bis 70° befindet. Nach 
etwa halbstündigem Stehen, währenddessen das Wasser nur einmal durch 
warmes Wasser ersetzt wird, wird die für diesen Fall vorgesehene Meß- 
glocke abgenommen, zur möglichsten Entfernung der Lauge in einen großen 
Zylinder mit Wasser gebracht und endlich das Gas in ein Eudiometer 
überführt. Er untersucht das entwickelte Gas und findet auch geringe 
Mengen Sauerstoff neben dem Stickstoff, aus welchem er die Harnstoff- 


1) Leconte, Jahresber. d. Chem. 1858, S. 636. 

2) Knop, Chem. Zentralbl. 1860, S. 240. 

з) E. Dietrich, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1866, S. 36. 

4) 5. Barker Smith, Jahresber. d. Chem. 1895, S. 3029. 
5) P. Wagner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1874, S. 383. 
6) G. Huefner, ebendaselbst 1871, S. 486. 
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menge bereehnet, wobei sich aber trotzdem ein Verlust von 2 bis 4%, des 
Stickstoffs ergibt. In gleicher Weise untersucht Huefner auch das Gas, 
welches die Lauge fü’ sich allein beim Erwärmen entwickelt. Da das Gas 
(nach fünfstündigem Erhitzen hatten sich 16ccm Gas entwickelt) aus 
Sauerstoff, dem nur 0,5 % Stickstoff beigemengt waren, bestand, so glaubte 
Huefner, daß dem aufgefangenen Stickstoff. keine andere, als nur eine 
Verunreinigung mit Sauerstoff drohe. Russel und West!) (1874), die den 
Huefnerschen Apparat in geringem Maße modifizieren, wollen die Reaktion, 
die gewöhnlich 10 Minuten in Anspruch nimmt, durch mäßiges Erwärmen 
beschleunigen. Sie bekommen bei Harnstoffbestimmung in Harn etwa 
8%, zu wenig, doch soll dieser Abgang durch Korrektion für Wasserdampf 
und Temperatur wieder gutgemacht werden, dabei kann man nach Russel 
und West auch, so wie es Knop tat, die Barometerstandsänderung vernach- 
lässigen. Über den Einfluß der Temperatur hat G. Lunge?) (1885) eine 
Bemerkung gemacht, ‚daß die Reaktion keine glatte sei und zu einem 
Gleichgewicht führe, das von der Temperatur, dem Zustande der Brom- 
lauge usw. abhängig sei‘, die, wie sich weiter unten zeigen wird, von 
besonderer Bedeutung ist. 


Auch die Untersuchung der Ammoniumsalze wurde auf ähnliche 
Weise vorgenommen, und es soll nach Angaben von H. Hentschel?) (1892), 
der die Bestimmung der Ammoniumsalze in einem dem Victor Meyerschen 
ähnlichen Apparat durchführt, eine Korrektur nicht notwendig sein, wenn 
es nicht auf äußerste Genauigkeit ankommt. M. Hönig (1878) hat die 
azotometrische Methode in der Wärme durchgeführt. F. Gantier*) (1893), der 
ein Gasvolumeter allgemeiner Verwendbarkeit konstruiert, benutzt dieses 
auch zur Stickstoffbestimmung in Ammoniumsalzen mittels Hypobromits. 
Die Zersetzung der Ammoniumsalze mittels Hypobromits geschieht in 
der Wärme, das Stickstoffvolum wird aus dem Volumen des Wassers, 
welches durch das entwickelte Gas verdrängt wird, errechnet, und auf 
diese Weise soll man nach Ganiter gute Resultate erzielen. 


Öchsner de Conink5) (1895), leitet wie Huefner die Gasentwicklung 
auch durch vorsichtiges Erwärmen ein und erhitzt zum Schluß stärker, 
wenn die Gasentwicklung nachläßt. Marie Krogh®) (1913) untersucht 
den Einfluß der Temperatur nur bei zwei Temperaturen, nämlich bei 
12° und 179. Sie findet, daß еіп Temperaturunterschied von 5° ohne 
erheblichen Einfluß auf das Ergebnis sei. Einen Fortschritt für die Be- 
stimmung des Stickstoffs im Harnstoff mittels Hypobromits bedeutet 
die Anwendung eines Vakuums in einem von С. A. Garcia?) (1914) 
empfohlenen Nitrometer, wodurch theoretische oder doch nahezu theore- 
tische Werte erhalten werden sollen. Ebenfalls in Vakuum bestimmt 1921 
В. Г. Stehle®) in dem Apparat von van Slyke den Harnstoff in Harn, sowie 
den nicht an Proteine gebundenen Stickstoff im Blute. 


1) Russel und West, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1874, S. 474. 
2) G. Lunge, Chem. Industrie 1885, S. 161. 

3) Н. Hentschel, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1892, 8. 552. 

4) F. Gantter, ebendaselbst 1891, S. 560. 

5) Öchsner de Conink, ebendaselbst 1895, S. 255. 

6) Marie Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1913, S. 579. 

7) С. A. Garcia, Chem. Zentralbl. 2, 438, 1914. 

8) В. L. Stehle, ebendaselbst 2, 537, 1921. 
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Über die bisher versuchte Deutung des Sticksteffausialles der Harnstefl- 
=T Hypobromit-Methede. 
— Es wurde schon erwähnt, daß Dietrich!) (1866) eine Korrekturen- 
tabelle für den ‚‚absorbierten‘‘ Stickstoff berechnete und Wagner?) (1874) 
diese Tabelle überprüft hat. Beide Forscher nehmen also an, daß der 
Stickstoff in der Entwicklungsflüssigkeit absorbiert bleibe. Dieser 
Ansicht der Löslichkeit des Stickstoffs schließen sich auch andere 
Chemiker, wie Knop?) (1875), Е. Plehn*) (1875), A. Раде?) (1876) u. a, 
ап, С. Huefner®) (1877), der den Stickstoffverlust mit der Konzen- 
tration der Bromlauge in Zusammenhang bringt, bewies durch einen 
einfachen Versuch, daß der Stickstoffverlust derselbe bleibe, ob die 
Lauge mit atmosphärischer Luft gesättigt ist oder nicht. Es ist 
also nach Huefner der Stickstoffausfall nicht durch eine Absorption 
des Stickstoffs durch die Lauge bedingt. Daß es keine Absorption 
sei, behauptet auch С. Lunge?) (1885). Artmann und Skrabal®) (1907) 
dagegen geben die Möglichkeit einer Absorption insofern zu, als sie 
den Vorteil ihrer jodometrischen Methode darin sehen, daß bei dieser 
die Absorption des Stickstoffs gar nicht in Betracht kommt. Sie be- 
merken dazu unter anderem, daß es sich in der Regel um an Stickstoff 
übersättigte Lösungen handle, also mit anderen Worten, daß der 
Stickstoff gelöst bleibe. Doch lassen sie auch andere Deutungen zu. 
F. P. Treadwell tritt in den ältesten sowie neuesten Auflagen seiner 
Lehrbücher dafür ein, daß von einer Absorption des Stickstoffs in der 
Lauge keine Rede sein könne, daß vielmehr die Reaktion bei gewöhn- 
licher Temperatur nicht quantitativ verlaufe, wohl aber in der Hitze. 
Der gegensätzlichen Ansicht ist С. A. Garcia?) (1914), der sich des 
Vakuums bedient. 

Da man bei der azotometrischen Hypobromitmethode einen 
Stickstoffausfall festgestellt hat, so nimmt man an, daß neben der 
Hauptreaktion 


CO(NH,), + 3 NaOBr = 3 Na Br + СО, + 2 HO +N, 


sich Nebenreaktionen abspielen, die vielleicht unabhängig von den äußeren 
Versuchsbedingungen den Stickstoffverlust verursachen, und der Stick- 
stoffverlust wäre demgemäß in dem C'hemismus der Reaktion zu suchen. 


1) Dietrich, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1866, 8. 36. 

2) Wagner, ebendaselbst 1874, 5. 383. 

3) Knop, ebendaselbst 1875, S. 247. 

4) F. Plehn, ebendaselbst 1875, $. 383. 

5) A. Pagel, ebendaselbst 1876, В. 276. 

6) G. Huefner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1877, В. 350. 

7) @. Lunge, Chem. Industrie 1885, S. 161. 

8) Artmann und Skrabal, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1907, 8. 5. 
D Garcia, Chem. Zentralbl. 2, 438, 1914. 
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Es hat schon Huefner!) (1871) gemeint, daß vielleicht die unter- 
bromige Säure mit Harnstoff eine Verbindung bilde, die sich der Ein- 
wirkung des Hypobromits entzieht. Es könnte vielleicht Cyan bzw. 
Cyanursäure entstehen [R. Luther?), 1889], die ebenfalls — besonders 
letztere — eine stabile, schwer zersetzbare Verbindung mit Harnstoff 
eingehen könnte, usw. | 


Eine Erklärung, die von verschiedenen Chemikern bewiesen worden 
sein soll, gibt Fauconnier?) (1880), nämlich die, daß bei der Einwirkung 
von unterbromigsauren Alkalien auf Harnstoff ein Teil des Stickstoffs 
zu Salpetersäure, im allgemeinen zu Stickstoff-Sauerstoffverdindungen, 
oxydiert wird, wovon sich Fauconnier durch den Versuch überzeugt 
haben will. Die Wirkungsweise des Zuckers erklärt er durch die Vor- 
stellung, daß die gebildete Salpetersäure in dem Maße, wie sie entsteht, 
sofort wieder durch den Zucker reduziert wird. Nach Јакобу“) (1885) 
soll der Zucker nach Art der Kupferspirale bei der Elementaranalyse 
wirken. Die Angabe.von Fauconnier, daß sich Salpetersäure bildet, 
kann R. Luther?) (1889) bestätigen, indem er den Nachweis der Salpeter- 
säure auf einem anderen Wege bringt. Beide haben die Zersetzung 
des Harnstoffs in der Wärme durchgeführt, nur mit dem Unterschied, 
daß Fauconnier mit Kaliumhypochlorit, Luther dagegen mit Brom- 
barytlauge arbeitet. Daß sich Stickstoff-Sauerstoffverbindungen bei 
der Zersetzung bilden, weisen Lord Rayleigh und Ramsay°) (1898) 
auf physikalischem Wege nach, indem sie die Dichte des durch die 
Einwirkung von Natriumhypochlorit oder Natriumhypobromit auf 
Harnstoff entwickelten Stickstoffs 11% größer finden als die des 
reinen argonfreien Stickstoffs.. Bei Anwendung heißer Hypobromit- 
lösung erhalten sie ein Gas, das 21, %, schwerer ist als reiner Stickstoff. 
Die Untersuchungen ergaben, daß die Beimengung, welche die Er- 
höhung der Dichte bedingt, Stickoxydul sei. Es ist weiter nach Lord 
Rayleigh der Stickstoffverlust von 8%, welcher bei der Zersetzung 
von Harnstoff durch Hypobromit gefunden wird, wahrscheinlich zum 
großen Teil dadurch verursacht, daß neben dem Stickoxydul, dessen 
Bildung das Gasvolumen nicht ändern würde, andere Stickoxyde ent- 
stehen, die von der alkalischen Lösung zurückgehalten werden. Nach 
Я. Dehn®) (1906) soll sich keine Salpetersäure bilden und es soll durch 
einen einfachen Versuch die Gegenwart eines Molekularzustandes der 


1) Huefner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1871, S. 486. 

2) R. Luther, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1889, S. 500. 

3) Fauconnier, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1880, S. 508. 

4) Jakoby, ebendaselbst 1885, S. 307. 

5) Rayleigh und Ramsay, Chem. Zentralbl. 2, 881, 1898. 
6) W. Dehn, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1906, S. 604. 
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AH. wie auch C(1O-Gruppe bewiesen werden. Веһаљіе man nämlich 
eine Hypobromitiösung mit einer Harnstofflösung, bis die erstere ent- 
färbt ist, so verursacht die Zugabe von Hypobromit ein Entweichen 
von Stickstoff, und die von verdünnter Schwefelsäure ein Entweichen 
von Brom, was Dehn als einen Beweis „für NH, und CIO-Gruppe“ 
ansieht. Marie Krogk!) (1913). die die Hypobromitfrage 

studiert hat, ist der Meinung, daß bei der Zersetzung des Harnstoffs 
mit Bromlauge der fehlende Reststickstoff zu Stickoxydverbindungen 
oxydiert werde. Sie beweist dies durch folgende Versuche: Eine be- 
kannte Menge von Harnstofflösung wird mit Hypobromit behandelt 
und nach erfolgter Gasentwicklung mit konzentrierter Schwefelsäure 
versetzt, gekocht, um das Brom auszutreiben und einen Teil des Wassers 
zu verdampfen; darauf wird die Stickstaffbestimmung nach Kjeldakl 
in bekannter Weise vorgenommen, wobei sich kein meßbarer Stickstoff- 
gehalt zeigt. Da der Stickstoffausfall auch bei einer Kjeldahlisation 
nicht nachgewiesen werden konnte, muß er nach Marie Krogh zu einer 
der Sauerstoffverbindungen des Stickstoffs weiter oxydiert worden 
sein. Sie führt weiter eine qualitative und dann eine auf demselben 
Prinzip gestützte quantitative Analyse der gebildeten Stäckoxyde 
durch. Der alkalischen Flüssigkeit setzt sie Zinkspäne, die mit Kupfer- 
sulfat befeuchtet waren, zu, erwärmt und destilliert in eine vorgelegte 
Säure das aus der Salpetersäure durch Reduktion entstandene Ammo- 
niak über. Diese Arbeitsweise führt nach Marie Krogh dazu, den 
fehlenden Stickstoff zu erhalten, und sie schließt daraus, daß die 
fehlende Stickstoffmenge in Form einer Sauerstoffverbindung des 
Stickstoffs vorhanden ist. 


Daß die alkalische Flüssigkeit nach vorgenommener Zersetzung 
des Harnstoffs noch Ammoniak entwickelt, wenn man mit einem 
Gemisch von Zink und Kupfer erhitzt, hat auch Г. Lescoeur?) (1920) 
beobachtet. Säuert man dagegen mit Schwefelsäure an, tritt freies 
Brom auf, und man findet bei nachträglicher Kjeldahlisation nur einen 
geringen Teil des fehlenden Stickstoffs wieder, was Lescoeur mit einer 
vorhergegangenen Cyanatbildung in Zusammenhang bringt, da nach 
Versuchen von Lescoeur Kaliumcyanat sich in gleicher Weise verhält. 
Lescoeur hält die Annahme, daß Nitrit vorliege, nicht für zwingend. 
Dieser Forscher nimmt auch aus Gründen, die im Verlaufe der Arbeit 
besprochen werden, an, daß Hypobromit den Harnstoff zu einem 
kleinen Teil in Ammoniumcyanat umlagere und dieses in folgender 
Weise reagiere: 

CHON, + 3 Вг +4 NaOH = 3 NaBr +4H,0 + NaCNO + №. 


1) Marie Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1913, S. 579. 
2) Lescoeur, Chem. Zentralbl. 2, 361, 681, 1920. 
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Dies deckt sich mit einer bereits von Н. G. H. Fenton!) (1878) aus- 
gesprochenen Ansicht, nach welcher unterchlorige Säure aus Harnstoff 
nur die Hälfte des Stickstoffs frei macht, während die andere Hälfte 
als Cyanat in Lösung bleibt. 


2CO(NH,),+3NaCIO +2Na OH =3NaCl +5H,0+2NaCNO-+N,. 


Diese Angabe von Fenton veranlaßte A. H. Allen?) (1896), Kalium- 
cyanat im vorhinein der Lösung zuzusetzen, wodurch der ganze Stick- 
stoff frei werden soll. 

Es ist hier noch auf weitere Versuche von Marie Krogh?) (1913) 
hinzuweisen hinsichtlich der Analyse der entwickelten Gase. Diese 
Forscherin findet nämlich, daß neben elementarem Stickstoff auch 
Kohlenoxyd sich vorfindet, bringt die Bildung von Kohlenoxyd mit 
der Bildung von Stickstoff-Sauerstoffverbindung in Zusammenhang 
und glaubt, daß die Entstehung dieser beiden Stoffe von dem Ver- 
hältnis Brzu NaOH abhängig sei. Eine Vergrößerung des Bromgehaltes 
in diesem Verhältnis bewirke eine erhöhte Bildung von Stickoxyden 
und Kohlensäure, dagegen eine Verminderung des Bromgehaltes eine 
stärkere Entwicklung von elementarem Stickstoff und Kohlenoxyd. 
Der Vollständigkeit halber sei noch bemerkt, daß Marie Krogh dieses 
Untersuchungsergebnis heranzieht, um die Vergrößerung des Volumens 
bei Zuckerzusatz zu erklären. Sie findet, daß bei Zuckerzusatz sich 
sogar ein Plus an Harnstoff ergibt, indem der gesamte Stickstoff frei 
wird und ein großer Teil des Kohlenstoffs als Kohlenoxyd die Gas- 
menge vermehrt. Ohne Kenntnis der Arbeiten von Маме Krogh findet 
auch W. Holdworth Hurtley*) im Jahre 1921, daß bei Einwirkung 
von Natriumhypobromit auf reinen Harnstoff Kohlenoxyd entsteht. 


Auch für den Stickstoffverlust bei der Reaktion zwischen Ammonium- 
salzen und Hypobromit hat man noch keine eindeutige Ansicht, denn einer- 
seits soll die Reaktion unter Bildung von Zwischenstufen verlaufen, 
[Raschig®) (1907) Hydrazin usw.], andererseits sollen nach Artmann und 
Skrabal®) (1907) auch bei dieser Reaktion Sauerstoffverbindungen des 
Stickstoffs entstehen, was daran zu erkennen ist, daß auf jodometrischem 
Wege bei der Resttitration mit Thiosulfat die Lösung nachbläut, eine Er- 
scheinung, die auf die katalytische Beschleunigung der Oxydation von 
Jodwasserstoff durch den Sauerstoff der Luft bei Gegenwart von Stick- 
oxyd oder salpetriger Säure zurückzuführen wäre. — Im allgemeinen wird 
angenommen, daß die fehlende Stickstoffmenge als Ammoniumhypobromit 
unzersetzt in der Lösung bleibt, eine Ansicht, die, wie oben angeführt, in 


1) Fenton, Berl. Ber. 1878, S. 1263; Jahresber. 1878, S. 352. 
2) Allen, Jahresber. а. Chem. 1896, S. 2261. 

3) Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1913, В. 579. 

t) W. H. Hurtley, Chem. Zentralbl. 4, 228, 1921. 

5) Raschig, ebendaselbst 2, 1387, 1907. | 

6) Artmann und Skrabal, Zeitschr. f. analyt. ‚Chem. 1907, S. 5. 
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gewissem Sinne Huefner auch für Harnstoff teilt. (Vgl. die 8. 545 angeführten 
Werke von Вей, Treadwell und Hahn). 

Zum Schluß dieses Abschnittes sei nochmals die Deutung Lunges?) 
in Erinnerung gebracht, wonach die Reaktion zwischen Ammoniumsalzen 
bzw. Harnstoff und Hypobromit unvollständig verlaufe, und daß diese 
Reaktion von der Temperatur, dem Zustande der Bromlauge und 
dergleichen beeinflußt sein könne. 


Beschreibung der Versuche, 


In unserer Arbeit „Zur Methodik der Harnstoffbestimmung auf 
Grund der Hypobromitreaktion‘‘ haben wir erwähnt, daß uns die alkali- 
meirische Hypobromitmethode gute Dienste für die Deutung des Stick- 
stoffausfalls der azotometrischen Hypobromitmethode geleistet hat?). 

Das Prinzip der Methode ist, wie bereits a. a. О. mitgeteilt wurde, 
folgendes: Eine gewogene Menge des zu untersuchenden Produktes, 
dessen Harnstoffgehalt bestimmt werden soll, wird in .wässeriger 
Lösung mit einer bestimmten Menge Bromlauge versetzt, erhitzt und 
‚nach stattgehabter Einwirkung Salzsäure bekannten Gehaltes im 
Überschuß hinzugefügt; nach Vertreiben des Broms durch Kochen 
wird der Säureüberschuß mit Lauge (Methylrot als Indikator) zurück- 
titriert. Unter Berücksichtigung eines unter gleichen Versuchsbedin- 
gungen durchgeführten Leerversuchs wird der Gehalt an Harnstoff 
berechnet. 

Im Zusammenhange mit dem Nachstehenden erscheint besonders be- 
merkenswert, daß, falls man das Reaktionsgemisch Harnstoff-Brom- 
lauge nicht am Drahtnetz oder auf dem Woasserbade erhitzt, sondern 
die Reaktion bei gewöhnlicher Temperatur durchführt, zu niedrige Werte 
erhalten werden. So werden bei Bestimmung des Harnstoffs auf alkali- 
melrsschem Wege in der Wärme, also gemäß der Vorschrift, Werte wie 
46,77, 46,82 und 46,80%, Stickstoff erhalten, während bei der Durch- 
führung der Zersetzung bei gewöhnlicher Temperatur Werte wie 39,19, 
40,07, 38,24 %, statt des berechneten von 46,62 %, Stickstoff sich ergeben. 

Diese wenigen Daten gestatten bereits den Schluß, daß der 
Stickstoffausfall des bei gewöhnlicher Temperatur durchgeführten 
azotometrischen Verfahrens nicht auf Löslichkeit (oder Absorption) 
des Stickstoffs durch die Bromlauge zurückgeführt werden kann. 
Denn bei dem ausgearbeiteten alkalimetrischen Hypobromitverfahren 
wird nicht, wie beim azotometrischen, der Stickstoff, sondern der 
Verbrauch an Alkali gemessen. 

Andererseits müßte, wenn die Löslichkeit des Stickstoffs für die 
Deutung des Ausfalls ausschlaggebend wäre, bei allen stickstoffhaltigen 


1) Lunge, Chem. Industrie 1885, 8. 161. 
2) В. М. Margosches u. Heinrich Rose, diese Zeitschr. 186, 119—127, 1923. 
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Verbindungen, die mit Hypobromit Stickstoff entwickeln, bei ent- 
sprechender Bromlaugenkonzentration der Stickstoffausfall stets in 
einem konstanten Verhältnis zur entwickelten Stickstoffmenge stehen. 
Es ist aber bekanntlich der Stickstoffausfall bei den Ammoniumsalzen 
und beim Harnstoff verschieden groß, was auch aus den azotometrischen 
Bestimmungen der Versuchsreihen I und II zu entnehmen ist. 

Diese Überlegungen sprechen gegen die Annahme der Löslichkeit 
des Stickstoffs in der Bromlauge als Haupifehlerquelle des azoto- 
metrischen Verfahrens und stimmen mithin mit den von mancher 
Seite bereits dargelegten Ansichten gut überein. 


Versuchsreihe I. 
Azotometrische Bestimmungen. 
Ammonsulfat (ber. 21,21% N). 





Gas nach 


Gas sofort Ent 
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Se œ E 
0,0901 | 731,7 | 18 17,90 21,97 Б то Г 2049 | — 34 — 3,40 
0,1111 731,7 18 ' 2150 21,40 19,98 — 5, ‚78 
0,1310 | 730 | 18 | 25,80 21,73 — 973 

Versuchsreihe II. 
Azotometrische Bestimmungen. 
Harnstoff (ber. 46,62% N). 
Ammon» | Gas nach 
Gas sofort Ent | ; Ents 

Sech SEN erg abgelesen sprechend ы sprechend теше 
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0,0667 7273 15,4 27,30 45,58 26,2 | 43,75 — 6,15 
0,0836 7273 | 164 33,60 4456 | 3240 | 4297 — 7,83 
0.0821 , 7272 | 172 | 3360 | 4518 3170, 4331 — 683 

Die Veranlassung zu niedrigeren Stickstoffwerten soll weiter darin 
liegen, daß der nach der Hypobromitmethode nicht zur Entwicklung 
gelangte Stickstoff in Form von Stickoxyden zurückbleibt. Ein Beweis 
dafür soll außer dem qualitativen Nachweis auch der Umstand sein, daß 
der „Reststickstoff‘‘ nach dem Kjeldahlverfahren nicht gefunden wurde. 

Es ist zunächst hervorzuheben, daß der durch Hypobromit nicht 
entwickelte Stickstoff, wenn er in Form von Oxyden vorläge, bei einer 
nochmaligen Zersetzung des Reaktionsgemisches die Bromlauge nicht - 
reduzieren könnte. 

Es wurden diesbezügliche Versuche folgendermaßen durchgeführt: 
Zuerst wurde eine bestimmte Menge Harnstoff mit Hypobromit 
bei gewöhnlicher Temperatur versetzt, dann sofort, nach dem alkali- 
metrischen Hypobromitverfahren, Salzsäure zugefügt, gekocht und 
mit Lauge titriert. Auf diese Weise wurden im Durchschnitt un- 
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gefähr 33% Stickstoff gefunden. Die Lösung, die also etwa noch 
13 % Stickstoff des Harnstoffs enthielt, wurde nun nochmals mit Brom- 
lauge behandelt, jetzt aber nicht bei gewöhnlicher Temperatur, sondern 
5 Minuten auf dem Wasserbade stehen gelassen und weiter wie oben 
verfahren. Es wurde, wie Versuchsreihe III zeigt, nahezu die fehlende 
Stickstoffmenge gefunden. Den Versuchen ist also zu entnehmen, 
daß das Produkt des auf ‚„kaltem‘‘ Wege zersetzten Reaktionsgemisches 
noch Aminogruppen enthielt, die durch Bromlauge oxydiert wurden. 
Die Resultate stimmen zwar nicht besonders gut überein, genügen 
jedoch, um den vorliegenden Fall zu klären. 


Versuchsreihe III. 
Harnstoff (ber. 46,62% N). 
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A. Versuch bei gewöhnlicher 
Temperatur. 5 Minuten. 


| 
і 


В. Versuch bei höherer | 
Temperatur. 5 Minuten | 
erhitzt am Wasserbade. 





19,50 | 32,04 7,85 12,90 || 44,9 

20 ccm PR 19,63 [32,26 | og 8,61 14,15 | 46,41 
oe 21,21 | 34,85 6,11 10,04 || 44,89 
g 19,36 |3181 8,64 14,20 || 45,01 


Weitere Versuche, Versuchsreihe IV, wurden ähnlich, wie sie Marie 
Krogh durchführt, vorgenommen. Die Harnstofflösung wurde nach 
dem Behandeln mit п/10 Bromlauge bei gewöhnlicher Temperatur 
mit Schwefelsäure angesäuert, durch Eindampfen konzentriert und 
kjeldahlisiert. Es wurde auf diese Weise — im Gegensatz zu den Er- 
gebnissen von Marie Krogh (vgl. 8.550) —, der restliche Stickstoff, der 
nach der Hypobromitmethode nicht mehr erhalten wurde, gefunden. 


Versuchsreihe IV. 
Kijeldahlisation des Reaktionsgemisches nach stattgehabter Zersetzung 
der Harnstofflösung (bei gewöhnlicher Temperatur) mit Bromlauge. 





0/10 NaOH .......... 40 40 | 40 
Bromwasser .......... 20 20 20 
Harnstofflösung 20 ccm = 0,020 81 g Harnstoff. 
Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten bei gewöhnlicher Temperatur. 
Das Reaktionsgemisch wird kjeldahlisiert!) und destilliert. 





п/10 НС! vorgelegt. .... . E 20 20 | 20 

п/10 NaOH zurücktitriert | 19,11 19,06 18,79 
Differenz .... 2.222220. 0,89 0,94 1,21 
Stickstoff... L.. % | 599 6.32 814 


1) Es wurde mit konz. H,SO, ohne irgendwelche Zusätze 3 bis 6 Stunden 
erhitzt. 
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Bei der Versuchsreihe Г wurden die Versuche wie bei der vorherigen 
angestellt mit dem Unterschied, daB hier die Knopsche Bromlauge 
Verwendung fand. 


елеске е H. 


Kjeldahlisation des Reaktionsgemisches nach stattgehabter Zersetzung 
der Harnstofflösung (bei gewöhnlicher Temperatur) mit Bromlauge. 





| 50 50 50 
Harnstoff... 2.2 aaae g | 01103 0,1223 0,1140 
Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten bei gewöhnlicher Temperatur. 
Das Reaktionsgemisch wird kjeldahlisiert!) und destilliert. 


п/10 НС! vorgelegt. . . . . .. | 30 30 ` 30 

п/10 NaOH zurücktitriert . 26,83 27,06 27,71 
Ошегеп?ь............ 3,17 2,94 2,29 
Stickstoff. ......... % | 4,02 3,36 2,81 








Versuche, die in der Weise durchgeführt wurden, daß die Brom- 
lauge mit der Harnstofflösung erwärmt und nachher der Kjeldahlisation 
unterzogen wurde, gaben nach Versuchsreihe VI im zweiten Teil des 
Verfahrens keinen dem Stickstoffausfall entsprechenden Zuwachs an 
(kjeldahlisierbarem) Stickstoff. 


Versuchsreihe VI. 


Kjeldahlisation nach stattgehabter Zersetzung der Harnstofflösung (bei 
höherer Temperatur) mit Bromlauge. 





‚ 0/10 МОН .......... | 40 | 40 
Bromwasser . . . 2.2 222.0. | 20 20 
Harnstofflösung 20 ccm = 0,020 81 $ Harnstoff. 
Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten auf dem Wasserbade. 
Das Reaktionsgemisch wird kjeldahlisiert und destilliert. 


п/10 НС! vorgelegt. ...... 20 20 

п/10 NaOH zurücktitriert . . | 19,95 19,04 
Ойегеһ>............ | 0,05 0,06 
Высквюй.......... % | 0,33 | 0,40 


Ferner wurde die Harnstofflösung mit Knopscher Bromlauge 
bei gewöhnlicher Temperatur zersetzt, das Brom nach dem An- 
säuern mit Salzsäure ausgekocht, die Lösung mit Lauge neutralisiert 
und das erhaltene Reaktionsgemisch im Azotometer mit Bromlauge 
wieder zersetzt. Es wurden Werte für Stickstoff erhalten, wie die 
in der Versuchsreihe VII verzeichneten. 


1) Eswurde mit konz. H,SO, ohne irgendwelche Zusätze 3 bis 6 Stunden 
erhitzt. 
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Versuchsreihe VII. 


Azotometrische Bestimmung des Stickstoffs nach stattgehabter Zersetzung 
des Harnstoffs (bei gewöhnlicher Temperatur) mit Bromlauge. 

















Harnstoffeinwage . . . . . .. Е | 0,3346 0,2659 
100 cem 50 ccm 
Einwirkungsdauer der Bromlauge 5 Minuten bei gewöhnlicher Temperatur. 
Das Brom durch Kochen mit Salzsäure 1:5 ausgetrieben, die Flüssigkeit 
mit Natronlauge neutralisiert, erkalten gelassen und verdünnt auf 


| 200 ccm | 100 сеш 
Das Reaktionsgemisch wird im Azotometer weiter untersucht. 





Einwage ............ '100cem — 50cem — | 50ccm — | 25ccm = 





0,1673g | 0,0836 g | 0,1329 0,0664 g 

Barometerstand. . . . . .... ' 7416 741,6 738,7 738,7 
Temperatur. ........ °С 23 23 22 22 
Abgelesen sofort nach der Ent- | 

wicklung . . ...... ccm 91 4,4 | 9,2 5 
ВБиысЕзвю—_.......... % 5,94 5,63 | 7,43 8,24 
Gasmenge nach 20 Min. ccm | 1,4 3,8 81 | 3,7 
Висквюй.......... % | 4,82 4,97 | 6,67 | 6,10 





Harnstofflösung, bei gewöhnlicher Temperatur mit Bromlauge 
zersetzt, mit Salzsäure angesäuert, gekocht und dann in Form einee 
aliquoten Teilvolumens im Azotometer mit Bromlauge behandelt, 
ergibt also eine Sfickstoffentwicklung, die die Höhe des fehlenden 
Stickstoffwertes ungefähr erreicht. Hätten sich bei der Harnstoff- 
hypobromitreaktion Stickoxyde gebildet, so könnte man beim nach- 
träglichen Behandeln mit Salzsäure und dem nachher folgenden 
azotometrischen Versuch keinen weiteren elementaren Stickstoff finden. 

Da ferner Harnstofflösung, mit Bromlauge bei gewöhnlicher Tem- 
peratur zersetzt, hierauf mit Schwefelsäure angesäuert und gekocht, 
beim nachfolgenden Kjeldahlisieren einen Stickstoffgehalt aufweist, der 
der fehlenden Menge an Stickstoff ungefähr gleichkommt, ist die 
vielfach vertretene Ansicht, daß der bei der Harnstoffhypobromit- 
methode fehlende Stickstoff in Form von Stickoxyden vorhanden wäre, 
mit den Tatsachen nicht vereinbar. 


Im Schrifttum wird auch C'yanatbildung als Ursache des Methoden- 
fehlers der Harnstoffhypobromitbestimmung angeführt. Es wird an- 
genommen, daß zuerst ein Teil des Harnstoffs in Ammoniumcyanat 
umgelagert wird und letzteres mit Bromlauge Stickstoff und Cyanat 
liefert. Für eine Cyanatbildung könnte folgendes sprechen: Wenn 
man nach der Einwirkung des Hypobromits auf Harnstoff das Reak- 
tionsgemisch ansäuert, wobei Kohlensäure frei wird und nun das 
Reaktionsgemisch erwärmt, so entwickelt sich weiterhin Kohlensäure, 
die ungefähr der fehlenden Stickstoffmenge entspricht. Die Quelle 
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für die beim Erhitzen entstehende Kohlensäure ist nach Lescoeur 
(vgl. 8. 550) Natriumceyanat, das mit Salzsäure nach der Gleichung 
reagiert 

NaCNO + 2 НА + Н,О = NaCl + МН,а + CO,- 

Nach Lescoeur sollen die Versuchsergebnisse der Arbeiten von 
Marie Krogh, die die Kjeldahlisation betreffen, eher für eine Cyanat- 
als für eine Stickoxydbildung sprechen; Cyanat verhält sich ähnlich 
wie Nitrit. 

Nach den oben angeführten Versuchen wird eine Nitritbildung 
nicht bestätigt, denn säuert man das Reaktionsgemisch nach der 
Einwirkung der Bromlauge bei gewöhnlicher Temperatur an und 
kjeldahlisiert ohne irgendwelche speziellen Zusätze, also auch ohne 
vorher zu reduzieren, so bekommt man, wie die Versuchsreihen IV, V 
und УГ ergeben, nahezu die gesamte noch fehlende Stickstoffmenge. 
Diese Stickstoffmenge könnte allerdings auch auf noch unzerseizten 
Harnstoff zurückzuführen sein, denn sowohl Harnstoff wie auch 
Natriumcyanat lassen sich vollständig kjeldahlisieren. 

Die Wahrscheinlichkeit einer Cyanatbildung ist auch aus dem 
BReaktionsschema, das Schestakov aufgestellt hat, zu ersehen, nach 
welchem folgender Reaktionsverlauf in Betracht zu ziehen ist. 

І. NH,CONH, + №04 = NH,C(ONa): МО + H,O. 

П. NH,C(ONa): NO = NH,N:C(ONaJ)Cl. 

ПІ. NH,N:C(ONa)Cl + МОН = NH,NHCOONa + NaCl. 

IV. NH,NHCOONa + H,O = NH,.NH, + МаНОО.. 

У. МН,. МН, + 2 МОС = 2 МО + 2 Н,О + М,. 

Es wäre hier еше Analogie zu der Hofmannschen Abbaureaktion: 
ВСОМН, —> RCON — СО, und RNH, 
NH,CONH, — NH,CON — СО, und NH,NH.. 

In beiden Fällen soll sich intermediär in alkalischer Lösung Iso- 
cyanat bilden. 

Die von E. A. Werner dem Harnstoff zugeschriebene Konstitution 


HN = X 


spricht mehr für eine Cyanatbildung als die gewöhnliche Diamino- 
formel, denn in der ‚„Wernerformel‘‘ haben wir einen fünfwertigen 
Stickstoff, so wie in den Ammoniumsalzen, welche bekanntlich nahezu 
den ganzen Stickstoff mit Hypobromit abgeben. Nach W. М. Dehn!) 
soll die Harnstoffhypobromitreaktion, wenn Harnstoff im Überschuß 
ist, unter Bildung von Cyansäure verlaufen, was ebenfalls für eine 
Cyanatbildung spricht. 


1) У. М. Dehn, Konf. Ref. Chem. Zentralbl. 1, 248, 1910. 
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Weiter wäre zu berücksichtigen, daß das Gleichgewicht 
Harnstoff = Ammoniumcyanat 

sich beim Kochen von rechts nach links verschiebt, so daß man nach 
längerem Kochen ungefähr 5% Ammoniumcyanat in der Lösung hat. 
Es ist deshalb möglich, daß, wenn man alte Harnstofflösungen zur 
Analyse benutzt, der Fehler tatsächlich in einer stattgefundenen Umlagerung 
von Harnstoff in Ammontiumcyanat liegt, und es müßte dann die von 
Lescoeur erst beim Erwärmen der angesäuerten Lösung gefundene 
Kohlensäuremenge auf eine bereits vor der Einwirkung des Hypo- 
bromits vorhanden gewesene Umlagerung zurückzuführen sein. 

Wie schon mehrmals erwähnt wurde, liefert die alkalimetrische 
Hypobromitmethode bei höherer Temperatur nahezu theoretische 
Werte im Gegensatz zu den bei Боконо; Temperatur durch- 
geführten Versuchen. 

Es ergibt sich nun daraus auf einem indirekten Wege die längst 
gefuhdene Tatsache, daß die Reaktion zwischen Harnstoff und Hypo- 
bromit bei gewöhnlicher Temperatur unvollständig, bei höherer Tem- 
peratur jedoch quantitativ verläuft. 

Bei der alkalimetrischen Methode wird nur die Reaktion zwischen 
Harnstoff und Hypobromit gemessen und nicht etwa die zwischen 
Harnstoff und Bromwasser. Letztere Reaktion könnte nämlich beim 
Auskochen des Broms nach folgender Gleichung 

СО(МН,), +3 Вг, + Н.О = 6 НВ! + СО, + №, 
verlaufen und die gebildete Bromwasserstoffsäure den Minderverbrauch 
an Lauge kompensieren. Diese Reaktion findet aber nicht statt, denn 
sonst müßte die alkalimetrische Hypobromitmethode bei gewöhnlicher 
Temperatur ebenso richtige Werte ergeben wie bei höherer Temperatur, 
was nicht der Fall ist. o А 

Durch die Versuchsreihe III (8. 554) wurde bewiesen, daß sich 
keine Stickoxyde bilden, da die schon einmal mit Bromlauge bei 
gewöhnlicher Temperatur zersetzte Harnstofflösung nach Auskochen 
des Broms beim nochmaligen Behandeln mit Bromlauge wieder diese 
letztere verbraucht, was auf alkalimetrischem Wege gemessen wurde. 
Dieser Laugenverbrauch könnte aber auch durch das aus Alkalicyanat 
gebildete Ammoniumsalz verursacht werden. Alkalicyanat wird durch 
Salzsäure folgendermaßen zerlegt: 

NaCNO + 2На +H,0 = NaCl + NH,C1 + СО,. 

Es ließe sich also aus dem gebildeten Ammoniumsalz die Cyanat- 
menge bestimmen (Beckurts, Maßanalyse, S. 125). Aus der Versuchs- 
reihe VIII ist aber zu ersehen, daß durch verdünnte Säuren (n/10) die 
Zersetzung des Alkalicyanats nicht stattfindet. Da nun bei der 
Versuchsreihe III mit n/10 Säuren gearbeitet wurde, so ist die oben 
angeführte Nebenwirkung der Säure nicht vorhanden. 
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Versuchsreihe VIII. 
Destillation des mit Salzsäure gekochten Kaliumcyanats. 
Theoretischer Stickstoffgehalt 17,27 0. 





Einwage e | 0,1115 | 01105 





0,1157 
Gekocht mit... | 100 сет HO 1:5 | 100 eem 0/10 HCI 
Destillation mit Lauge. 
Vorgelegt п/10 HCl ...... 20 20 20 
Zurücktitriert mit п/10 NaOH . 6,98 6,68 19,70 
Differenz... 2... 22220. 13,02 13,32 0,30 
Stickstoff. ......... % 16,36 16,90 | — 


Der Annahme der Cyanatbildung widerspricht auch das Verhalten 
des Alkalicyanats gegen Bromlauge. Infolge obiger Ausführungen 
kann man das Verhalten dieses Salzes nur ререп. п /10 Lösungen prüfen, 
da NaCNO gegen п/10 Salzsäure nahezu beständig ist. 

Aus den Versuchsreihen IX und X zeigt sich nämlich, daß: 

1 Mol NaCNO im Durchschnitt 877,7 ccm n/l NaOH 
entsprechen. Dieses Verhältnis wird sofort verständlich, wenn man 
die Hydrolyse des Salzes berücksichtigt (Versuchsreihe XI). 


Versuchsreihe IX. 
Versuche mit Natriumceyanat. 5 Minuten bei gewöhnlicher Temperatur. 
100 ccm Reaktionsflüssigkeit: п/10 NaOH = 40; Wasser = 30; Brom- 
wasser = 20; Natriumeyanatlösung = 10 (10 cem dieser Lösung = 0,0257 g 
NaCNO). 
Dieses Reaktionsgemisch wurde mit 50 ccm п/10 НСІ durch Kochen 
zersetzt. 


Аа en m А Ő M mtr ——————— — 


Nach d. Auskochen wurde zurück- | 








titriert mit п/10 NaOH. ... | 
Gesamt-HCl . . .... 2... | 50 
Gesamt-Na0H.. ....... | 46,90 46,80 46,85 
Differenz `, 2.222020. 3,10 3,20 3, 15 
0,1 Mol NaCNO entsprechen cem | 

п/10 NaOH ......... ! 184 809 796 


Versuchsreihe X. 
Versuche bei höherer Temperatur (10 Minuten auf dem Drahtnetz). 
100 ccm Reaktionsvolumen: п/10 NaOH = 40; Wasser = 30; Brom- 
wasser = 20; Natriumcyanatlösung = 10. 
Dieses Reaktionsgemisch wird mit 50 ccm п/10 НСІ durch Kochen 
zersetzt. 








Nach d. Auskochen wurde St | | 
titriert mit 0/10 NaOH ... 7,15 7,34 6,94 
50 50 


Gesamt-HCl . ... 22.2... 50 
Gesamt-Na0OH.......... 47,15 47,34 46,94 
Differenz!) `, e, | 3,82 3,63 3,93 
0,1 Mol NaCNO entsprechen сет | 


п/10 NaOH ......... 965 918 994 


1) Hier wurde der Leerversuch berücksichtigt, der als Mittel von drei 
Bestimmungen 0,87 ccm betrug. 
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Versuchsreihe ХІ. 
Hydrolyse des Natriumcyanate,. 








Einwage ............ 0,0257 0,0257 0,0257 | 0,1653 
Gekocht шё.......... 100 ccm | 100ccm | 100 eem | 50 сет 
Wasser | Wasser | Wasser | Wasser 
u.10ccm ' u. 50 сет 
п/10 НС по HCl 
Titriert mit HCl. ....... 3,45 3,48 — — 

D ‚ NseOH....... — — 6,52 27,98 
Differenz . `... 3,45 3,48 - 3,48 22,02 
0,1Mol NaCNO entsprechen statt 

1000 сеш п/10 NaOH nur . . | 872 880 880 | 866 


Durch das Verhalten des Natriumcyanats gegen Bromlauge ist 
der Beweis erbracht, daß auch die Cyanatbildung als Hauptfehler- 
quelle für den öfter erwähnten Stickstoffausfall nicht in Frage kommt, 
denn es sollte bei der Versuchsreihe III beim nachträglichen Behandeln 
der schon einmal mit Bromlauge zersetzten Harnstofflösung im Falle 
einer Cyanatbildung kein Laugenverbrauch stattfinden, was jedoch mit 
dem Versuche im Widerspruch steht. 


Über den Stickstoffausfall bei der Reaktion zwischen Hypobromit 
und Harnstoff sind somit die verschiedensten Deutungen gegeben 
worden. Die meisten dieser Deutungen führen aber, wie in Überein- 
stimmung mit manchen Literaturangaben auch auf Grund besonderen 
experimentellen Materials gezeigt wurde, nicht zum Ziele. Die Be- 
stimmung des Harnstoffstickstoffs nach der alkalimetrischen Hypo- 
bromitmethode bietet für die eindeutige Beurteilung dieser Frage 
einen gangbaren Weg, welcher, wenn auch indirekt, zur Ansicht führt, 
daß der fehlende Stickstoff in noch unzersetztem Harnstoff vorhanden 
ist, und seine Ergebnisse sprechen daher für die Deutung des Stickstoff- 
ausfalls in dem insbesondere von Lunge vertretenen Sinne, daß nämlich 
die äußeren Versuchsbedingungen die Vollständigkeit der Reaktion 
beeinflussen. 


Zusammenfassung. 


In vorliegender Arbeit wurde die von einer großen Anzahl von 
Chemikern untersuchte Harnstoffhypobromitmethode einer eingehenden 
Studie unterzogen. 

Die bekannt gewordenen Vorschläge zur Verbesserung der Methode, 
die sich hauptsächlich auf folgende Einzelpunkte beziehen: 

. Änderungen der Apparatur, 

. Rolle der Konzentration der Bromlauge, 

. Heranziehung von Korrekturen, 

. Verringerung des Stickstoffausfalls durch Zusätze, 

. Einfluß der Temperatur auf die sich abspielende Reaktion, 
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konnten auf Grund dieser Einteilung, unter besonderem Hervorheben 
der Wichtigkeit der Punkte 3 und 5, in übersichtlicher Form wieder- 
gegeben werden. 

Es wurden weiter die bisher versuchte Deutung des Stickstoffausfalls, 
also des Methodenfehlers der Harnstoffhypobromitmethode, kurz be- 
sprochen und, dem gegenwärtigen Stande der Forschung auf diesem 
Gebiete entsprechend, vier verschiedene Faktoren zur Deutung des 
Methodenfehlers gekennzeichnet: 

1. Löslichkeit des Stickstoffs in der DIOR EES 

2. Stickoxydbildung, 

3. Cyanatbildung, 

4. ungünstige äußere Versuchsbedingungen. 

Zur Klärung der Frage konnte insbesondere die von uns aus- 
gearbeitete alkalımeirische Hypobromitmethode!) gute Dienste leisten. 
Bei der alkalimetrischen Hypobromitmethode werden nur auf warmem 
Wege analytisch brauchbare Resultate erhalten; ein Umstand, der 
die Heranziehung der Löslichkeit des Stickstoffs in der Bromlauge 
als Haupifehlergquelle der Harnstoffhypobromitmethode ausschließt. 
Weiteres experimentelles Material unter Durchführung der ‚Kjeldahl- 
methode‘ gestattete, den Nachweis zu erbringen, daß auch die Stickoryd- 
bildung zur Deutung des Stickstoffausfalls nicht herangezogen werden 
kann. Obwohl manches für eine Cyanatbildung spräche, kann auf 
Grund des beigebrachten Versuchsmaterials diese nicht in Betracht 
kommen. 

Nach den Versuchsergebnissen verursacht nur der beim Behandeln 
von Harnstoff mit Bromlauge bei gewöhnlicher Temperatur unzersetzt 
verbleibende Harnstoff den Stickstoffausfall, in Übereinstimmung mit 
den von @. Lunge und von F. P. Treadwell gemachten Angaben. 


1) В. М. Margosches u. Heinrich Rose, diese Zeitschr. 186, 119— 127, 1923. 
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Das optische Drehungsvermögen 
und das Molekulargewicht des Caseins +). 


Von 


J. Zaykowsky. 
(Aus dem Milchwirtschaftlichen Institut zu Wologda.) 
(Eingegangen am 19. Februar 1923.) 


Die verschiedensten Literaturangaben über das optische Drehungs- 
vermögen des Caseins weisen wohl darauf hin, daß viele Forscher mit 
Präparaten gearbeitet haben, welche einerseits nach verschiedenen 
Methoden hergestellt waren, andererseits aber nicht gleiche Lösungs- 
mittel zum Auflösen des Caseins gewählt hatten. Die Aufgabe der 
vorliegenden Arbeit ist es, die Gründe und Ursachen zu finden, warum 
verschiedene Forscher bei der Bestimmung der spezifischen Drehung 
des Caseins und seiner Salze nicht übereinstimmbare Resultate erhalten 
haben, und gleichfalls die Rolle des Lösungsmittels klarzulegen. 

Zur ersten Aufgabe gehörte die Herstellung eines vollständig reinen 
und sich gleichbleibenden Caseinpräparats. Die gewöhnliche Methode 
zur Erlangung eines reinen Caseinpräparats (Methode nach Hammarsten) 
basiert auf der wiederholten Fällung des Caseins mit Essigsäure aus 
Alkalilösung. Robertson hat aber bewiesen, daß das Casein selbst bei 
der Einwirkung von sehr verdünnten Lösungen starker Basen sich 
sehr leicht hydrolysiertt. Dies Phänomen in Betracht ziehend, wurde 
die Art der Caseingewinnung wie folgt abgeändert: Magermilch wurde 
mit der fünffachen Menge destillierten Wassers verdünnt und mit 
п/10 Lösung CH,COOH gefällt. Der Niederschlag wurde nicht in 
п/10 Lösung NaOH, sondern in 0/10 Lösung NaHCO, gelöst; vom 
letzteren Lösungsmittel wurden die minimalsten Mengen, gerade zur 
Auflösung genügend, angewandt (etwa 4ccm auf lg Casein). Der 
Lösung wurden geringe Mengen п/10 Lösung Oxalsäure zur Fällung 
der Calciumsalze hinzugegeben. Nach Filtration der Lösung wurde 
die Fällung des Caseins bis zur schwach sauren Reaktion mit n/10 Lösung 
CH,COOH vorgenommen. Der erhaltene Niederschlag wurde durch 
ein kupfernes Sieb (0,25 mm) gerieben und durch Dekantation aus- 
gewaschen. Das Casein wurde wieder in 5proz. Neutralsalzlösung 
(salicylsaures, besser essigsaures Natrium) gelöst, aus der Berechnung 
hervorgehend 5 ccm 5proz. Lösung auf lg Casein. Die filtrierte Lösung 


1) Übersetzt auf persönliche Bitte des Verfassers von cand. chem. 
P. Sperlingk. 


J. Zaykowsky: Drehungsvermögen u. Molekulargewicht des Caseins. 563 


wurde 20mal mit Wasser verdünnt und wieder mit Essigsäure gefällt. 
Solch eine Auflösung in neutralen Salzen, Fällung, Hindurchpressen 
durch ein Sieb und Dekantation wurde noch zweimal wiederholt. 
Nach dem letzten Auswaschen mit Wasser folgte eine solche mit ab- 
solutem Alkohol, wasserfreiem Äther und Austrocknung des Präparats 
bei Zimmertemperatur. Ein so hergestelltes Präparat zeigte immer 
die gleichen physikalischen und chemischen Eigenschaften. Die Asche 
dieser Präparate enthielt nicht einmal Spuren von Calciumsalzen, nur 
kohlensaures und phosphorsaures Natrium. Je nach dem Präparat 
betrug die Feuchtigkeit, bestimmt durch Austrocknung bei 100° С bis 
zum konstanten Gewicht, um 5%, die der Asche (NaCO + P,O,) 
0,6 bis 0,8%. Der Herstellungsprozeß des Präparats dauerte nicht 
länger als 24 Stunden. Bei dieser Arbeitsmethode schalte man die Ver- 
änderungen des Caseins, welche durch die Wirkung der OH-Ionen des 
Alkalis hervorgerufen werden, aus, und gleichfalls werden die Calcium- 
salze vollständig entfernt, was durch Lösung des Caseins in Alkali nicht 
erreicht wird. Außerdem lassen sich die bei der Fällung gebildeten 
essigsauren und phosphorsauren Salze leichter mit Wasser auswaschen 
als die entsprechenden Calciumsalze. Die nach dieser Methode erhaltenen 
Caseinpräparate gaben in Alkali- wie in Lösungen neutraler Salze 
` vollständig klare Lösungen, und beim Erwärmen bis auf 850 С ließ 
sich keine Trübung wahrnehmen; mit Calciumsalzen erhielt man eine 
schwache ÖOpaleszenz; gelöst in п/10 Lösung Ca(OH), oder Ba(OH),, 
waren die 2proz. Caseinlösungen so weit klar, daß es ohne Filtration durch 
einen Tonteller möglich war, dieselben im 20-ccm-Rohr zu polarisieren. 

Die so hergestellten Präparate dienten zur Untersuchung und zur 
Feststellung, was für einen Einfluß das Lösungsmittel auf die spezifische 
Drehung des Caseins, auf die Konzentration des Caseins und des Lösungs- 
mittels, auf die Temperatur und das Zeitintervall der Wirkungsdauer 
des sich in Tösung befindlichen Caseins ausübt. 

Die im weiteren angeführten Tabellen geben mittlere Größen 
einer Anzahl von Bestimmungen wieder, die nicht nur von einem, 
sondern von verschiedenen Caseinpräparaten herrühren. Die Differenz 
der spezifischen Drehung an ein und demselben Präparat war nicht 
größer als 0,30, bei verschiedenen — 0,4°. 

Tabelle I. [«]1. 














Casein SE Natriumacetat | Kaliumacetat 
4 100% 10 0/0 109%, 
0,5 84,71 83,71 
1,0 83,86 = 
1,5 83,29 = 
2,0 82,48 83,59 
3.0 81,11 
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Die allerniedrigste spezifische Drehung zeigt das Casein in neutralen 
Lösungsmitteln; sehr niedrig ist die Zahl in einer 1ргог. Caseinlösung, 
welche hergestellt war durch Lösung von 1 g Casein in 5proz. Kalium- 
acetatlösung, und zwar 81,559. Wird die Konzentration erhöht, so 
nimmt die spezifische Drehung ab, das gilt für Konzentrationen in 
den Grenzen von 0,5 bis 3,0%. Alle Lösungen waren ohne Erwärmung 
präpariert, nur nach der Bestimmung des Drehungswinkels wurden 
die Lösungen auf dem Wasserbade 5 Minuten bis auf 800 С erwärmt 
und nach dem Abkühlen der Drehungswinkel noch einmal bestimmt. 
Die Erwärmung in neutralen Lösungsmitteln ruft keine Änderung der 
spezifischen Drehung des Caseins hervor. 


Tabelle II. [«]B- 











0,5 = Së 96,04 
1,0 87,06 86,46 95,70 
2,0 86,87 84,84 95,66 
30 | 8617 84,31 95,57 
4,0 на = 95,47 
5,0 | = = 95,21 


Alkalische Lösungsmittel erhöhen bedeutend die spezifische Drehung 
des Caseins und wirken um so intensiver, je stärker die alkalischen 
Eigenschaften des angewandten Lösungsmittels hervortreten. In 
diesen Lösungsmitteln sinkt, wenn auch nicht bedeutend, die spezifische 
Drehung des Caseins bei zunehmender Konzentration des Caseins. 
Diese Lösungen wurden nach der Bestimmung der spezifischen Drehung 
bis auf 80°C im Verlaufe von 5 Minuten erwärmt. Nach erfolgter 
Erwärmung änderte sich die spezifische Drehung stark, und hierbei 
um so intensiver, je konzentrierter das alkalische Lösungsmittel war; 
außerdem war noch ein starkes Braunwerden der Lösung wahrzunehmen. 





Tabelle III. 
Casei | В Ga | 
Se? ms TI [аа 
2,0 0,25 95,46 
2.0 0:50 94,98 
2.0 1.00 95.39 
2.0 2.00 95,54 
2,0 gesättigt | 95,32 


Im Mittel: 95,34 


Wie aus der angeführten Tabelle zu ersehen ist, übt die Konzen- 
tration des Salzes im Lösungsmittel keinen Einfluß auf die spezifische 
Drehung des Caseins aus. 
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о | 0[10 Lösung HCI 








1 88,96 
3 88,98 


In einer п/10 Lösung DO löste sich das Сазеш bei Zimmertempe- 
ratur selbst im Verlauf von einigen Stunden nicht. Infolgedessen 
war es nötig, die Lösungen bis auf 80°C zu erwärmen, und die in der 
Tabelle IV wiedergegebenen Daten beziehen sich auf erwärmte Lösungen. 
Die spezifische Drehung des in п/10 Lösung H,SO, gelösten Caseins 
war nicht möglich zu bestimmen, weil sich das Casein beim Erwärmen 
der Lösung wohl löste, dann aber beim Abkühlen derselben stark 
opaleszierte; konzentriertere Lösungen (2- und 3proz.) erstarrten zu 
gelatineartigen undurchsichtigen Massen. 

Bei der Bestimmung der spezifischen Drehung des Caseins in 
Lösungen von Ätznatrium oder Kalium erhielt man sehr verschiedene 
Resultate, abhängig von der Konzentration der Alkalien und des 
Caseins wie auch von der Aufbewahrungsdauer und der Temperatur 
der Lösung. Das hier nicht weiter angeführte Belegmaterial führt zu 
folgenden Erwägungen: 

Die spezifische Drehung des in п/10 Lösung Alkali gelösten Caseins 
stieg parallel mit der Steigerung der Konzentration des Alkalis im 
Vergleich mit der Konzentration des Caseins, aber andererseits ver- 
ringerte dieselbe Lösung, bei Zimmertemperatur stehend, langsam 
ihr Drehungsvermögen; beim Erwärmen aber ging der Prozeß schnell 
vonstatten. Die sich verringernde spezifische Drehung des Caseins 
in alkalischer Lösung muß man auf die hydrolytische Spaltung des 
Eiweißmoleküls unter Mitwirkung der OH-Ionen zurückführen. Die 
Änderungen der spezifischen Drehung mit der Konzentration des 
Alkalis kann man sich nur durch die Bildung von Caseinsalzen 
erklären, welche eine andere spezifische Drehung zeigen als das Casein 
selbst. Da aber das Casein eine mehrbasische Säure ist, scheint es mir 
nicht uninteressant, mit Hilfe des Polarimeters die maximale An- 
lagerungsfähigkeit der Metalle an Casein festzustellen. Wie bekannt, 
kann das Casein als mehrbasische Säure mit Alkalien Salze bilden 
mit verschiedenem Metallgehalt.e. So bekommt man mit Calcium 
Caseinate mit 2,4 und 1,5%, Calciumoxyd. 

Nach Söldner!) und anderen Forschern ist ein Säuregrad des Caseins, 


ausgerechnet nach der Quantität der verdrängten Kohlensäure bei der 
Neutralisation mit CaCO,, äquivalent 1,82 bis 2,5 und 2,98 СаО. Durch 


1) Hammarsten, Lehrb. 4. physiol. Chem. 
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Lösen von aschefreiem Casein іп suspendiertem Mg(OH), und Me 
und darauf folgender Behandlung mit НСІ und nachfolgender Dialyse 
erhielten L. van Slyke und O.W inter!) vier Magnesiumcaseinate: 1. basisches 
Mg-Caseinat mit 1,06% Mg; 1 g Casein bindet in diesem Salze 0,000 872 g- 
Äquivalente Mg; dieses Salz reagiert mit Phenolphthalein neutral. 2. Neutrales 
Mg-Caseinat mit 0,71% Mg reagiert mit Lackmus neutral; 1 g Casein bindet 
0,000584 g-Äquivalente Mg. 3. Di-Mg-Caseinat mit 0,24%, Mg; 1 g Casein 
bindet 0,000214 g-Äquivalente Mg und 4. mono-Mg-Caseinst mit 0,13 % Mg; 
lg Casein ist mit 0,000125 g-Äquivalent Mg gebunden. Robertson?) ver- 
neint das Vorkommen verschiedener Caseinsalze und behauptet, sich aufs 
Verdünnungsgesetz binärer Elektrolyte stützend, daß Casein eine einbasische 
Säure darstellt. Das Faktum, daß Calciumcaseinate mit 2,4% СаО, auf 
Phenolphthalein neutral reagierend und mit 1,5 % СаО, auf Lackmus neutral 
reagierend, vorkommen, erklärt Robertson nicht als Bildung zweier Salze 
(mono- und dimetallische), sondern spricht sich dahin aus, daß das Casein 
zwei ganz verschiedene Additionsvermögen hat, wobei jedes von ihnen 
an der Neutralisation ein und derselben СООН Gruppe beteiligt ist. Dieses 
läßt sich durch folgende Gleichung wiedergeben: 


NaXOH + NaXOH => NaOH + NaXXOH. 


Das Gleichgewicht verschiebt sich nach links, wenn sich die aktive 
Masse des NaOH vergrößert, nach rechts im umgekehrten Falle. 

Wenn dem so ist, so bildet sich bei Anwesenheit relativ geringer 
Quantitäten Alkali ein Caseinat von bestimmtem Molekulargewicht; 
wird die Quantität aber erhöht, so bildet sich ein Caseinat, welches 
eine zweimal kleinere Molekulargröße ergibt. Die Bildung von vier 
verschiedenen Mg-Caseinaten würde fürs Vorhandensein von Caseinaten 
mit vier verschiedenen Molekulargrößen sprechen. Solche Caseinate 
müssen auch verschiedene physikalische Konstanten aufweisen. Auf 
diese Betrachtung gestützt, untersuchte ich das optische Drehungs- 
= vermögen der Na-, K-, Ca- und Ba-Caseinate. Zur Bestimmung der 
Drehung wurde jedesmal ein und dieselbe Caseinmenge genommen, 
und zwar 0,2500 g, welche jedesmal in einer ganz bestimmten, genau 
eingestellten Menge п/10 Lösung Alkali gelöst und im 25-ccm-Kolben 
mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefüllt wurde. Auf diese 
Weise erhielt man Lösungen, die, auf Casein bezogen, immer dieselbe, 
auf Alkali bezogen aber eine verschiedene Konzentration ergaben. 
Die Lösungen wurden im Polarimeter gleich nach dem Auflösen des 
Caseins untersucht. Die Zahlen der Tabelle V geben die spezifische 
Drehung wieder, und zwar entspricht jede Zahl dem arithmetischen 
Mittel aus zwei Bestimmungen verschiedener Caseinpräparate, die aber 
nach ein und derselben Methode in verschiedenen Zeitperioden her- 
gestellt waren. | 


1) Journ. of biol. Chem. 14, 203, 207, 211, 227, 231; C. 1, 2043 bis 
2044, 1913. 
2) Robertson, Eiweißstoffe. 
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Tabelle У. [а]. 


а NaOH | КОН | Са(ОН); Ba (ОН) 








1,5 93,20 — 
20 100,03 93,43 
2,5 103,31 = 
3.0 106,23 102,12 
4,0 | 110,47 108,22 
6,0 115,23 111,39 
80 | 1700 | 11611 | 11320 | 112,48 
10,0 116,98 116,13 | 113,11 112,32 
12,0 118,72 ` 116,32 113,14 112,65 
14,0 — 116,11 — 112,23 
160 ‚ 11672 116,11 = Ee 


Die Versuchsergebnisse weisen darauf hin, daß mit der sich steigern- 
den Alkaliquantität die spezifische Drehung der Caseinate zunimmt, 
aber nur bis zu einem bestimmten Grenzwert, worauf das weitere 
Hinzugeben von Alkali keine Änderung der spezifischen Drehung mehr 
bewirkt. Als Grenzwert aller angewandten alkalischen Lösungen gelten 
8 ccm п/10 Lösung Alkali auf 0,2500 g Casein oder 0,0032 g-Äquivalente 
Alkali auf Le Casein. Bei der Neutralisation des Caseins mit Alkali 
nach Phenolphthalein bindet lg Casein 0,0008 g-Äquivalente Alkali, 
d. h. viermal weniger. Wenn als Indikator Lackmus dient, so bindet 
l g Casein 0,0005 g-Äquivalente Alkali (nach Robertson). Das Ver- 
hältnis der angewandten Menge Alkali nach Lackmus zu der. nach 
Phenolphthalein ergibt sich für Casein wie 5:8, für das Globulin des 
Blutserums wie 1:2, d. h. zur Neutralisation desselben nach Phenol- 
phthalein geht zweimal mehr Alkali auf als nach Lackmus. 

Sehr möglich, daß dasselbe Verhältnis 1:2 auch für Casein 
gilt, nur ist die Empfindlichkeit des Lackmusindikators sehr gering 
gegenüber einer so schwachen Säure wie Casein, daher läßt sich die 
neutrale Reaktion nicht genau feststellen. Mit Hilfe der Gaskette 
hat Robertson gefunden, daß die maximale Quantität Alkali, welche 
das Casein binden kann, 16mal größer ist als die Quantität Alkali, 
welche zur Neutralisation des Caseins nach Lackmus erforderlich ist, 
und zehnmal größer als die nach Phenolphthalein. Nach meinen Beob- 
achtungen über das Drehungsvermögen der Caseinate, abhängig ®n 
der gebundenen Quantität des Alkalimetalls, ergibt sich, daß dies 
Maximum nur viermal größer ist als die Quantität Alkali, welche zur 
Neutralisation nach Phenolphthalein erforderlich ist. Wenn man aber 
annimmt, daß lg Casein nach Lackmus nicht 0,0005 g-Äquivalente 
Alkali bindet, sondern nur 0,0004 g, so wird das maximale Additions- 
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vermögen des Caseins achtmal größer sein als die Quantität Alkali, 
welche nötig ist zur Neutralisation nach Lackmus. Diese Voraus- 
setzung hat ihre Begründung darin, daß das Verhältnis des Metalls 
bei der Sättigung verschiedener Säuregruppen vielbasischer organischer 
Säuren sich in ganzen Zahlen oder deren Multipla ausdrücken läßt. 

Wenn das Casein eine Verbindung mit 0,0080 g-Äquivalenten Alkali 
geben würde, wie dieses von Robertson vorausgesetzt wird, so würde 
diese Verbindung unbedingt ein anderes Drehungsvermögen aufweisen 
als eine Verbindung mit einer geringeren Quantität Alkali; wie man 
aber aus den Versuchen ersieht, trifft letzteres nicht zu, und das Caseinat 
zeigt das größte Drehungsvermögen, wenn es 0,0032 g-Äquivalente Alkali 
enthält, und dieses Drehungsvermögen ändert sich beim weiteren Hinzu- 
fügen von Alkali nicht mehr. Die Caseinverbindung mit 0,0032 g- 
Äquivalenten Alkali ist meiner Meinung nach ein neutrales Caseinsalz, 
ein Caseinat mit maximalem Metallgehalt. Daß diese Verbindung 
wirklich ein Salz eines Caseinmoleküls ist, aber kein Konglomerat 
einiger Aminosäurenmoleküle mit einem Äquivalent Alkali, wird noch 
dadurch unterstrichen, daß die neutralen Caseinsalze, Salze einer sehr 
schwachen Säure mit relativ starken Alkalien, mit welchen die Ver- 
suche gemacht wurden, einem starken hydrolytischen Zerfalle anheim- 
fallen und infolgedessen eine starke alkalische Reaktion geben müssen. 
Nehmen wir als monometallisches Caseinsalz das auf Lackmus neutral 
reagierende Salz und als dimetallisches das auf Phenolphthalein neutral 
reagierende an, so muß man zugeben, daß das Salz, welches das maximale 
Drehungsvermögen aufweist, achtmetallisch sein wird und das Casein 
eine achtbasische Säure vorstellt. Ich unterstreiche noch einmal, daß 
diese Voraussetzung darauf basiert, daß das neutrale Salz eine starke 
alkalische Reaktion haben muß (der Hydrolyse wegen), und verweise 
außerdem auf die Veränderungen einer physikalischen Konstante — 
das Drehungsvermögen des Caseins. Dieses in Betracht ziehend, ändert 
sich auch die Anschauung über das Molekulargewicht des Caseins. 
Wenn man annimmt, daß das nach Phenolphthalein neutrale Caseinsalz 
ein dimetallisches Salz, das auf Lackmus reagierende monometallisch 
- ist, so läßt sich die maximale Caseinquantität, welche 1 g-Äquivalent 
Alkali (oder Metall) binden kann, durch die Zahl 20000 ausdrücken, 
welche vielleicht auch das wirkliche Molekulargewicht des Caseins 
wiedergibt. Zu einem ähnlichen Resultat kam: Robertson. Er fand, 
„A@B das Caseingewicht in Grammen bei der Sättigung des Alkalis 
mit Casein, welches eine elektrische Atomladung hat, 2336 + 183 ist, 
da aber bei der Sättigung der Base 8772 g Casein 1 g-Äquivalent Alkali 
neutralisieren, so muß die Valenz des Caseinions 4 oder ein Vielfaches 
von 4 sein“ (aus dem Englischen übersetzt). Wenn wir dieses Vielfache 
gleich 2 annehmen und die Valenz des Ions in Abhängigkeit von der 
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Anzahl der Säuregruppen stellen , so erhalten wir die Zahl 18688 + 1684 
(= 20372), die fast mit der von mir nach ganz anderen Gesichtspunkten 
gefundenen zusammenfällt. | 

Der Tabelle У können wir noch folgendes entnehmen: 1. Caseinate 
der Alkalimetalle drehen stärker als die der alkalischen Erden und 
2. Caseinate aus Metallen mit kleinerem Atomgewicht drehen stärker 
als solche aus Metallen mit einem höheren Atomgewicht. Solche Phä- 
nomene kommen bei anderen optisch aktiven organischen Verbindungen 
auch vor, wie z. B. bei Campherverbindungen. 

Zurzeit gelangen Untersuchungen über andere Milcheiweißkörper 
nach derselben physikalischen Methode zum Abschluß, wie auch ihr 
Verhalten zum Casein und die Wirkung von Labferment aufs letztere. 

Die hier angeführten Versuchsergebnisse stellen nur ein kurzes 
Autoreferat dar, alles Genauere über die diesbezüglichen Arbeiten 
kann man in den Berichten des Milchwirtschaftlichen Instituts zu 
Wologda, Jahrgänge 1919 bis 1923, finden. 


Zur Kenntnis der Glycerophosphatase der Pflanzensamen. 
I. Mitteilung. 


Von 


Antonin Nemec. 


(Aus dem biochemischen Institut der Staatlichen Versuchsanstalten für 
Pflanzenproduktion in Prag-Weinberge.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1923.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


In einer früheren Arbeit!) habe ich an vielen Pflanzensamen 
gezeigt, daß sie Glycerophosphate enzymatisch zersetzen und daß 
diese Spaltung je nach der Art des Samens verschieden verläuft. Im 
allgemeinen konnte ich wahrnehmen, daß sich die Zersetzungsfähigkeit 
je nach der Beschaffenheit der chemischen Konstitution der in den 
Samen enthaltenen Reservestoffe verschieden stark äußert, indem 
die ölhaltigen Samen die größte, die eiweißführenden eine mittlere 
und die stärkehaltigen die kleinste Glycerophosphatasewirkung zeigten. 

Der zeitliche Verlauf der Reaktion richtet sich nach der Schützschen 
Regel: die Menge des zersetzten Glycerophosphats ist der Quadrat- 
wurzel der Zeit proportional. 


K=- 
Se 
Die Ergebnisse des Versuches mit der Sojabohne sind in der folgen- 
den Tabelle I angeführt. 
Tabelle 1. 
Samen der gelben Sojabohne. 








Menge Р.О; in mg, abgespalten 


it ENltriutnelyesropbonpbaldsung: ware 

in Stunden + 10 ccm Toluol (x in 100 ccm K= Vi 
ösung) 
16 98,94 
24 140,65 
48 169,36 
72 | 215,00 
96 | 224,85 
168 282,80 
336 | 325,60 





1) A. Nemec, diese Zeitschr. 98, 93—100, 1919. 
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In 100 ccm lproz. Lösung wurden 361,25 mg Р.О; gefunden. 
Die Reaktion verläuft nie quantitativ, sondern nur bis zu einem 
gewissen Gleichgewichtszustand (Abb. 1). 
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Abb. 1. 
| Einfluß der Konzentration des Enzyms. 
Zu diesen Versuchen wurden Samen des gelben Senfes verwendet 
und die Spaltung in 100 ccm lproz. Natriumglycerophosphatlösung 
unter Zusatz von l ccm Toluol nach 48 Stunden bei 200 verfolgt. 








Tabelle II. 
Menge P Оу, abgespalten in 100 ccm 
Menge der | — Z | f 
Samen e adet Waser | dh, | ve dem Glycerophosphat 
mg mg mg | b o 
0,1 1,40 | 3,57 | 2,17 0,60 
0,5 6,51 | 24,88 | 18,37 5,08 
1,0 15,31 50,90 | 39,59 8,52 
2,5 3610 | ' 10,67 | 74,57 20,61 
5,0 75,54 | 178,93 103,39 28,62 
100 | 1392 | 257,71 103,79 28,13 


Aus den Resultaten der Tabelle II kann man ersehen, daß mit 
der steigenden Konzentration des Enzyms die Spaltung des Glycero- 
phosphats relativ vermindert wird. Die Menge der bei der Autolyse 
abgespaltenen Phosphorsäure ist der Konzentration des Samens pro- 
portional (Abb. 2). 


720 


2 2 0 700 
0705 10 5 5 g Samen 


Abb. 2. 


Einfluß der Konzentration des Substrats. 
Die Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Kon- 
zentration des Glycerophosphats wurde an den Samen des gelben 
Senfes verfolgt. Es wurde unter Zusatz von 2ccm Toluol je 2,5 g 
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feingemahlener Samen auf 100 ccm destillierten Wassers verwendet. 
Die Reaktionszeit 18 Stunden im Brutschrank bei 20°C. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in der folgenden Tabelle III 
angeführt und in Abb. 3 graphisch dargestellt. 








Tabelle III. 

Konzentration des | "ende abgespaltener Dh aus 100ссю | Gimme | Konstante 
EE der Reaktions; aus dem Glyceros |' wirkung = 
іп Uh (6) flüssigkeit phosphat | 9, Ve 
0 S 29,85 — =5 
0,05 g 43,25 13,40 - 5,99 
0,10 { 48,10 18,25 5,11 
0,25 | 56,52 26,67 5,33 
0,50 67,36 | 37,61 5,30 
1,0 79,55 49,70 4,97 
2,5 81,33 51,48 Er 
5,0 81,97 52,12 — 








Die Menge der abgespaltenen Phosphorsäure ist der Wurzel der 
anfänglichen Konzentration des Glycerophosphats proportional, soweit 


RO, die Enzymspaltung in ver- 
i hältnismäßig verdünnten 
80 Lösungen des Substrats vor 


sich geht. Bei Glycerophos- 


@ phatkonzentration über 
40 1% verläuft die Spaltung 
Fr langsamer. Interessant ist, 
>, daß bei Konzentrationen 

| über 1proz.Natriumglycero- 

сайа К , % Gyyceroohosphat 0 phosphat eine merkbare 


weitere Steigerung derenzy- 
matischen Spaltung nicht erfolgt, da die Kurve, welche die Menge 
des zersetzten Glycerophosphats veranschaulicht, in eine parallel mit 
der x-Achse verlaufenden Gerade übergeht (s. Abb. 3). 


Einfluß des Spaltproduktes auf die Zersetzungsgeschwindigkeit. 
Es wurde der Einfluß des Glycerins auf die enzymatische Spaltung 
des Glycerophosphats verfolgt. 


Versuch 1. 
Autolytische Reihe: 100 ccm destilliertes Wasser mit steigender 
Menge Glycerin versetzt, 2,5g feingemahlener Senfsamen, 2ccm Toluol. 
Substratreihe: 100 ccm 1ргох. Glycerophosphat mit steigender 
Menge zugesetzten Glycerins, 2,5 g Senfsamenmehl, 2 cem Toluol. 
Reaktionszeit 48 Stunden, Temperatur 270 С. 
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Tabelle IV. 





Glyceringehalt | Menge abgespaltener Phosphorsäure а aus 100 ccm in mg P, Os 
der Lösung en ee СЕН 


in % | Autolysereihe | Substretreihe: | Сусса боеры ве 
bes ——-——_ tt | а=: — Ise 
| 31,89 | 117,37 85,48 





























0 | 
0,05 | 32,91 119,07 86,16 
0,1 | 35,21 | 121,72 86,51 
0,5 | 35,21 | 121,89 86,68 
1,0 | 36,23 111,84 75,61 
2,5 { 35,72 113,55 77,85 
5,0 | 32,15 105,04 72,89 

10,0 | 26,23 94.83 | `68,55 

Versuch 2. 


Autolytische Reihe: 100 ccm Gilycerinlösung, 2,5g des gelben 
Senfmehles, 2 cem Toluol. 


Substratreihe: · 100 ccm lproz. Natriumglycerinphosphatlösung mit 
steigendem Glyceringehalt, 2,5g Senfmehl, 2 cem Toluol. 

Reaktionszeit 168 Stunden, Temperatur 23°C. 

Die Resultate dieser Versuchsreihe sind in der Tabelle V an- 
geführt und in Abb. 4 graphisch dargestellt. 





Tabelle V. 

Glyceringebalt | Menge abgespaltener Pbosphorsäure aus 100 ccm іп mg Da Oe 
der or EE E еһе | Substratreibe | Giycerophosphatase 
Autolysereihe Substratreibe | Glycerophospbatase 

0 воп 121,71 | 91,60 

5 27,87 113,03 85,23 

10 | 28,32 112,78 84,46 

20 | 23,48 | 108,64 85,16 

25 23,98 — — 

30 19,39 | 101,04 81,65 

40 | 12,25 90,84 78,59 

50 ' 8,93 | 72,97 64,04 


40 


20 


Berichtigung 
zu der Arbeit von Lublin ‚Eine Mikromethode zur quantitativen 
Bestimmung von Aceton und ß-Öxybuttereäure im Harn und Blute“ 
(diese Zeitschr. 133). 


Seite 629 Zeile 12 von oben ist einzufügen: (2g Kalium» 
bichromat + 80,0 ccm Wasser + 20,0 ccm 100 Vol.-proz. Schwefel- 
säure, vgl. S. 635, Zeile 5 von oben). 
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